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RESUMEN 
Hasta ahora han sido escasos los estudios que han tratado la utilidad clínica de 
la detección y análisis de ARN y ADN circulantes en plasma en pacientes con cáncer de 
laringe e hipofaringe, y además en la mayor parte de ellos se agrupan estos casos con 
los de otros tumores de cavidad oral (lo que se denomina tumores de cabeza y cuello).  
Los resultados han sido discrepantes entre autores (Coulet et al, 2000, Silva y Bonilla 
2001 –carta al director-, Nawroz-Danish et al 2004) En cualquier caso, respecto al ADN 
tumoral plasmático, no se ha podido asociar su detección con parámetros tales como 
la recidiva, el estadio tumoral o la supervivencia (Nawroz-Danish et al 2008), y en lo 
que  respecta a ADN total tampoco hemos encontrado referencias en las que se 
atribuya algún valor clínico. No obstante sería necesario valorar la cuantificación por 
otros métodos técnicamente más sofisticados (por ejemplo PCR cuantitativa en tiempo 
real) antes de descartar el uso de ADN plasmático como marcador tumoral en esta  
enfermedad.   
El precedente más cercano a nuestro estudio es el de Li et al. (2005), realizado 
sobre una muestra de 34 pacientes con cáncer de laringe en el periodo perioperatorio, 
y en el que detectaron y cuantificaron ARNm de GAPDH y de hTERT, especialmente en 
tejidos. 
Objetivos específicos: 
                  Evaluar la utilidad de la cuantificación de ARN  tumoral (hTERT ARNm) y no 
tumoral  (GAPDH ARNm) en plasma como herramienta diagnóstica del carcinoma de 
laringe e hipofaringe. 
                  Analizar la correlación entre los niveles de ARN plasmático y los distintos 
parámetros anatomoclínicos, estadio tumoral y presencia de metástasis linfáticas 
regionales cervicales y a distancia. 
                  Valorar la evolución de los niveles de ARN plasmático, en el perioperatorio 
de la exéresis quirúrgica tumoral. 
                   Analizar la correlación entre los niveles de ARN plasmático, y la evolución 
clínica y la supervivencia tras el tratamiento quirúrgico. 
Objetivo  secundario: 
Valorar la evolución de los niveles de ADN total en plasma en el perioperatorio 
de la exéresis quirúrgica tumoral, y analizar su correlación con la evolución clínica y la 
supervivencia tras el tratamiento quirúrgico.   
 
Grupo de estudio: 49 pacientes intervenidos por cáncer de laringe e hipofaringe, en el  
Complejo Hospitalario Universitario de Albacete.  Grupo Control: voluntarios sanos sin 
enfermedad oncológica (n= 27). 
Estudio transversal (caso-control) para establecer el valor diagnóstico de las 
determinaciones en plasma, y un estudio longitudinal de cohortes, para evaluar el 
valor pronóstico y predictivo de estas determinaciones. 
 
Metodología: En cada paciente, y previamente a la intervención  quirúrgica, se extrajo 
una muestra de sangre, y en el periodo postoperatorio se realizó una nueva extracción 
de sangre. Inmediatamente tras las extracciones  se realizaron centrifugaciones para 
aislar el plasma. En ambas muestras de cada paciente se extrajo y cuantificó el ADN 
total libre, mediante espectrofotometría, y el ARNm de GAPDH y de la subunidad 
hTERT de la telomerasa mediante RT-PCR en tiempo real. 
Previamente se cuantificó la expresión de ARNm de GAPDH y de hTERT en 
muestras de tumor y tejidos adyacentes, para comprobar la presencia de actividad 
telomerasa y ajustar las condiciones óptimas de reacción.   
                        
De los resultados del presente estudio se ha podido confirmar la detección de 
hTERT ARNm en la mayoría de las muestras de tumor, así como en gran parte de las 
muestras de tejidos adyacentes. Igualmente se ha podido confirmar la detección de 
ARNm de GAPDH y de hTERT  en el plasma de los pacientes con cáncer de laringe e 
hipofaringe, y evaluar su valor diagnóstico, su relación con distintos parámetros 
anatomoclínicos  y su valor pronóstico en relación con la recidiva, metástasis y 
supervivencia.     
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1.1 Cáncer de laringe. Aspectos generales 
1.1.1 Epidemiología 
 
El cáncer de cabeza y cuello consiste en un grupo de enfermedades 
malignas que aparecen en la vía aerodigestiva superior, e incluye entre otros el 
cáncer de faringe y laringe (1). Este grupo sumó un total aproximado de 690.000 
casos en todo el mundo en el año 2012, lo que constituye un 4,9% de la 
incidencia total del cáncer (2). El cáncer de laringe es una de las enfermedades 
malignas más frecuentes de cabeza y cuello, representando aproximadamente el 
20% de los casos (3). Constituye el octavo tumor maligno en frecuencia en el 
mundo, con el 2% de nuevos casos diagnosticados anualmente, aunque con 
variaciones geográficas en su incidencia (4).  
 
El consumo de tabaco es el principal factor de riesgo para el cáncer de 
laringe. Este riesgo aumenta con la duración del hábito tabáquico y con el 
número de cigarrillos (1), y es constatable tanto en los fumadores activos (7 
veces más riesgo que en los no fumadores) como en los pasivos (5). El alcohol 
también es otro factor de riesgo conocido, y en no fumadores su consumo 
excesivo aumenta 2 veces la posibilidad de padecer esta enfermedad (6). La 
interacción de tabaco y alcohol parece tener un efecto sinérgico (7).  
 
El cáncer de laringe se asocia a menudo al de hipofaringe. Mientras que el 
primero tiene una asociación más alta con el hábito de fumar, el de hipofaringe 
está fuertemente relacionado con el consumo de alcohol. Otros factores de riesgo, 
con menor grado de evidencia, implicados en la etiología del cáncer 
faringolaríngeo incluyen el reflujo gastroesofágico, la infección por virus del 
papiloma humano, una dieta pobre y la exposición a carcinógenos industriales 
como ácido sulfúrico, amianto, o productos metalúrgicos (8, 9). 
 
3
El cáncer de laringe es más común en hombres que en mujeres (relación 
7:1) y relativamente raro en la población menor de 40 años, aunque la incidencia 
se incrementa rápidamente después de los 50 años de edad (4, 10). No se conoce 
exactamente la causa de la diferencia de incidencia en ambos sexos. Algunos 
autores consideran que es debida a una menor exposición a los factores de riesgo 
en la población femenina, aunque también se han implicado diferencias genéticas 
y en el metabolismo de potenciales carcinógenos, que harían a la mujer menos 
susceptible al desarrollo de este tumor (11). 
 
Las tasas de incidencia más altas en el cáncer de laringe han sido 
recogidas en el suroeste de Europa (España, Francia, Italia), este de Europa 
(Serbia, Polonia), Latinoamérica (Brasil, Argentina) y oeste de Asia (Pakistán, 
Turquía) (8).  
 
En Europa se diagnostican alrededor de 52.000 nuevos casos por año. La 
incidencia observada en varones de la zona sur del continente es de 18 casos por 
100.000 habitantes. En mujeres hasta el momento no supera los 1,5 casos por 
100.000 habitantes (12).  
 
En el año 2012, a nivel europeo, las tasas de incidencia en hombres 
variaron entre 1,4 por 100.000 en Islandia y 12,3 por 100.000 en Hungría, y en 
España ocupó una posición media-alta (tasa de 7,8 por 100.000). En mujeres, la 
tasa de España fue de 0,7 por 100.000 y ocupó una posición intermedia. En 
nuestro país se estima que en 2014 se diagnosticaron un total de 3.737 nuevos 
casos de cáncer de laringe, 3.442 en hombres y 295 en mujeres (13).   
 
En el marco de los registros de cáncer en España también se observó una 
variabilidad importante. En el periodo 2003-2007, las tasas de incidencia de los 
hombres variaron entre 8,9 por 100.000 en Albacete y 13,1 por 100.000 en el 
País Vasco. En las mujeres entre 0,1 por 100.0 
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La supervivencia relativa a 5 años estandarizada por edad de los pacientes 
diagnosticados en el periodo 2000-2007 en Europa fue del 59%, tanto en 
hombres como en mujeres. En España fue de 59,5% en los hombres pero más 
elevada en las mujeres (69,2%) (15). Aunque la tendencia en la supervivencia del 
cáncer de laringe es variable según las regiones, en la mayoría de los países 
europeos y en los Estados Unidos se ha observado una ligera mejoría en los 
últimos años, sobre todo en los hombres, con una situación estable para las 
mujeres (2, 16, 17). 
 
 1.1.2 Características clínicas e histopatológicas. Diagnóstico, 
pronóstico y tratamiento 
 
El tipo histológico más frecuente del cáncer de laringe es el carcinoma 
escamoso o epidermoide, bien o moderadamente diferenciado (9), siendo dentro 
de este órgano las regiones supraglótica y glótica las más frecuentemente 
afectadas  (18) (Figs. 1 y 2).  
 
 
Fig. 1. Carcinoma escamoso de laringe supraglótico. Pieza quirúrgica de laringectomía total. 
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Fig. 2. Carcinoma escamoso de laringe. Corte microscópico.Tinción de hematoxilina-eosina. 
 
Existe un comportamiento clínico y evolutivo distinto, según la 
localización del tumor dentro de la laringe, aunque en general se caracteriza por 
una agresiva invasión local y regional (a los ganglios linfáticos del cuello), 
recidivas locales y regionales, y posibilidad de multiplicidad tumoral en la vía 
aerodigestiva superior en un mismo paciente.  
 
En los pacientes con enfermedad localizada, las recidivas locales o las 
metástasis regionales cervicales constituyen la principal causa de fracaso 
terapéutico, dado que las metástasis a distancia en el momento del diagnóstico 
son poco frecuentes (alrededor de un 15%) (19). La aparición de metástasis 
regionales secundarias y a distancia en la evolución de la enfermedad está 
directamente relacionada con la estado avanzado del tumor primario 
(especialmente T4), metástasis regionales (N+, especialmente N2 y N3) y 
localización tumoral (incidencia más alta en la hipofaringe comparada con 
regiones laríngeas como la glotis) (20).  
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Como se ha descrito, el cáncer de hipofaringe está etiopatogénica y 
anatómicamente relacionado con el de laringe. Además en ambos tumores se 
emplean los mismos medios diagnósticos y terapéuticos, por lo que es frecuente 
su estudio conjunto.  
 
Ante un diagnóstico de cáncer de laringe, existe la posibilidad de un 
segundo tumor maligno sincrónico en el 7% de casos, y de un tumor metacrónico 
en el 22%, la mayoría de ellos localizados en las vías aerodigestivas superiores 
(55%), esófago (14%) y pulmón (16%), aunque puede ser difícil distinguir entre 
un cáncer primitivo bronquial y una metástasis única de un cáncer de la vía 
aerodigestiva superior (9). 
 
Aunque existen distintas posibilidades de tratamiento, en nuestro país el 
cáncer de laringe se ha tratado clásicamente mediante la intervención quirúrgica. 
Los casos en estadios iniciales (I y II) se tratan habitualmente con cirugía parcial 
(mediante microcirugía endolaríngea láser o vía externa) con buenos resultados 
oncológicos y funcionales, aunque la radioterapia radical obtiene resultados 
similares. Los estadios avanzados (III y IV) requieren a menudo cirugía radical, 
que implica normalmente la laringectomía total, con importantes secuelas 
(traqueostoma definitivo, dificultades deglutorias y de comunicación, etc.). 
Además del manejo del tumor índice, en este tumor es necesario el tratamiento 
de las correspondientes áreas cervicales ganglionares con posibilidad de albergar 
metástasis regionales, a menudo bilateralmente, especialmente en los tumores 
supraglóticos y estadios avanzados.  
 
El desarrollo,en los últimos años, de protocolos de preservación de órgano 
con el uso de radioterapia y quimioterapia concomitantes, ha permitido, en casos 
seleccionados, evitar un tratamiento quirúrgico mutilante, obteniendo resultados 
oncológicos similares a la intervención quirúrgica, aunque tampoco exentos de 
importantes secuelas (21, 22). 
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A pesar de los avances en el manejo del cáncer de laringe, y de cabeza y 
cuello en general, el pronóstico en los casos avanzados sigue siendo grave. En 
aproximadamente un 25% de los pacientes el cáncer se detecta cuando ya existen 
metástasis en los ganglios linfáticos regionales (19). En el cáncer de laringe, la 
presencia de metástasis en estos ganglios (Fig. 3) es el factor pronóstico más 
importante conocido, ya que se asocia con el doble de riesgo de metástasis a 
distancia, y la mitad de supervivencia a los 5 años. Asímismo, otro factor 
pronóstico importante es la presencia de difusión tumoral extracapsular en los 
ganglios linfáticos, que se relaciona con un mayor riesgo de metástasis a 
distancia y un empeoramiento de la supervivencia entre 3 y 9 veces (23).  
 
La incidencia de metástasis ocultas, sobre todo regionales, es uno de los 
grandes problemas en el manejo del cáncer de laringe o hipofaringe. Las 
exploraciones clínicas y radiológicas periódicas no siempre tienen éxito en la 
detección de la enfermedad, lo que da lugar a un diagnóstico tardío, empeorando 
el pronóstico del paciente. El pulmón, hígado y hueso (costillas, vértebras, 
cráneo) constituyen las localizaciones más frecuentes de diseminación 
hematógena, mientras que la diseminación linfática a distancia más común 
aparece en el mediastino (20).  
 
 
Fig. 3. Metástasis cervical por carcinoma supraglótico. TAC cervical. Corte axial con contraste. 
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1.1.3 Origen del cáncer de laringe 
 
Se ha descrito que el carcinoma escamoso de laringe se desarrolla a partir 
de una población clonal de células que acumulan alteraciones genéticas, en un 
proceso secuencial de carcinogénesis laríngea (24). Se considera que son 
necesarios entre 6 y 10 sucesos genéticos independientes, en el que participan 
oncogenes y genes supresores, para el desarrollo de un cáncer invasivo (25).  
 
 En pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y cuello, la 
desregulación de proto-oncogenes, tales como el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR), debido a una amplificación génica o mutación 
puntual, se correlaciona con un fenotipo tumoral agresivo (estadío avanzado, con 
mal pronóstico) (26, 27). La pérdida de la región cromosómica 9p21 con la 
inactivación del gen p16, encontradas en el 80% de los cánceres de cabeza y 
cuello, ocurre tempranamente y puede ser detectada ya en la hiperplasia epitelial 
(25, 28). La pérdida de la función del gen p53, presente en el 50% de los 
cánceres de cabeza y cuello, probablemente ocurra en una fase posterior y 
promueva el desarrollo de lesiones preinvasivas e invasivas (25, 28). Además, la 
sobreexpresión del oncogen ciclina D1, encontrada en alrededor de 1/3 de 
carcinomas escamosos de esta localización, se asocia frecuentemente con el 
cáncer invasivo y se considera que representa un fenómeno tardío en la 
carcinogénesis laríngea (25, 28) . 
 
1.1.4 Marcadores tumorales 
 
La detección del cáncer mediante un simple análisis de sangre es el sueño 
de cualquier investigador o clínico que trabajen en el manejo de esta enfermedad. 
Sin embargo, la naturaleza multifactorial de la oncogénesis y la heterogeneidad 
de sus vías hacen difícil apoyar el diagnóstico en un solo biomarcador. 
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Es bien conocido que distintos tumores secretan proteinas al torrente 
circulatorio, y son usadas de forma rutinaria como marcadores: PSA en el cáncer 
de próstata, alfa-fetoproteina en el hepatocarcinoma, antígeno 
carcinoembrionario (CEA) en el de colon, CA 15.3 en el de mama ó el CA 19.9 
en los tumores pancreatobiliares (29). Pero no todos los tumores secretan 
proteinas que puedan ser usadas como biomarcadores. Además la utilidad clínica 
de estas sustancias para monitorizar el inicio, progresión y seguimiento del 
cáncer en general es relativamente limitada. La mayoría se han identificado en 
líneas celulares tumorales o en la biopsia de muestras de tumor en estadío 
invasivo o metastásico. Su identificación puede tener escasa sensibilidad en 
tumores no secretores, y además aparecer con resultado positivo en procesos 
inflamatorios o enfermedades benignas, limitando su especificidad (30).  
 
Dentro de los tumores de cabeza y cuello, la identificación de 
biomarcadores tisulares constituye un gran desafío, debido a su naturaleza 
tumoral heterogénea, con aparición de neoplasias en una gran variedad de 
localizaciones en el tracto aerodigestivo superior, cada una de ellas con 
características histológicas y drenaje linfático distintos. Existen  relativamente 
pocos marcadores que hayan demostrado su utilidad clínica (31). Entre los más 
utilizados se incluyen el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), 
ciclina D1, Bcl-2 (“B-cell lymphoma 2), inhibidor de la kinasa ciclina-
dependiente p27, factor de crecimiento endotelial vascular y p53. Sin embargo su 
papel en el diagnóstico y pronóstico de la enfermedad ha sido contradictorio. En 
un trabajo de revisión Lothaire et al. (2014) encontraron que las conclusiones 
sobre su pronóstico o valor predictivo por diferentes grupos investigadores no 
eran siempre consistentes (31, 32). Además, ninguno de los marcadores 
disponibles ha sido capaz de detectar este tipo de cáncer en estadios iniciales de 




Se puede decir que los instrumentos clínicos actuales para el diagnóstico y 
seguimiento en el cáncer de laringe son limitados y deficientes respecto al de 
otros procesos cancerosos, a pesar de que su incidencia en nuestro país es 
relativamente alta. Este tumor se diagnostica frecuentemente en un momento 
avanzado de la enfermedad (estadios III y IV), y a pesar de la instauración de 
tratamientos radicales, muy mutilantes para el paciente, no hay progresos 
significativos en las estadísticas de supervivencia. Además el estado 
anatomopatológico del tumor resecado y el grado de afectación de los ganglios 
cervicales son los principales factores empleados en la práctica clínica diaria para 
indicar un tratamiento adyuvante (radioterapia y/o quimioterapia), pero incluso 
los tumores en estadios iniciales pueden recidivar. Además, el establecimiento de 
los protocolos de preservación de órgano, evitando la cirugía radical mediante el 
uso de radioterapia y quimioterapia en distintos regímenes, supone grandes 
dificultades en el seguimiento de los pacientes. Tras un tratamiento de este tipo, 
con las técnicas de exploración e imagen disponibles actualmente, no siempre es 
fácil el diagnóstico de una posible persistencia tumoral o recidiva.  
 
Por tanto, sería de gran interés contar con herramientas que ayudasen a 
detectar esta enfermedad en estados preneoplásicos o tempranos, así como contar 
con nuevos instrumentos con valor predictivo tras un tratamiento inicial, 
permitiendo la monitorización estrecha de la enfermedad. 
 
1.2 Ácidos nucleicos circulantes en el plasma y cáncer 
1.2.1 Origen de los ácidos nucleicos circulantes 
 
 El primer hallazgo de ácidos nucleicos circulantes (en la terminología 
anglosajona circulating nucleic acids, CNA) data de la década de 1940, cuando 
Mandel y Métais publicaron la presencia de estas moléculas libres en el plasma 
humano. Usando técnicas cuantitativas, estos autores detectaron ácido 
desoxirribonucleico (ADN) y ácido ribonucleico (ARN) libres circulantes 
(cfADN y cfARN) en el plasma de sujetos sanos y enfermos (33). Sin embargo, 
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su estudio tuvo escasa repercusión hasta 1966, en que Tan et al. demostraron la 
presencia de ADN en el suero y plasma de pacientes afectos de lupus eritematoso 
sistémico (LES) (34). Más tarde Leon et al. (1977) detectaron niveles de ADN 
más altos en el suero de pacientes con enfermedad neoplásica que en sujetos 
sanos. Los niveles de ADN fueron cuantificados usando técnicas de 
inmunoensayo, basadas en anticuerpos anti-ADN obtenidos de pacientes con 
LES.  Comparados con controles sanos, el 50% de los pacientes con cáncer 
presentaban niveles elevados de ADN. Estos niveles disminuían más del 90% 
cuando los pacientes respondían a la radioterapia, mientras que niveles 
persistentemente altos después del tratamiento se asociaban con peor pronóstico 
(35).  
 
Algunos años más tarde Stroun et al. (1989) sugirieron, que al menos 
parte del ADN circulante en el suero o plasma, derivaba del tumor primario (36), 
pero esta hipótesis no fue confirmada hasta más tarde, cuando dos estudios casi 
paralelos describireron mutaciones KRAS en plasma de pacientes con neoplasias 
de páncreas y leucemia mieloide aguda (37, 38).  
 
Posteriormente los estudios moleculares han mostrado evidencias de que 
las alteraciones genéticas detectadas en el ADN plasmático o sérico son las 
mismas que están presentes en el tumor: mutaciones en oncogenes, amplificación 
de oncogenes, inestabilidad de microsatélites, traslocaciones cromosómicas, 
alteraciones epigenéticas (ej. metilación aberrante) o incluso ADN vírico (39, 
40), apoyando la idea del origen tumoral del cfADN y la posibilidad de usar las 
técnicas moleculares en su caracterización.   
 
El crecimiento exponencial del número de publicaciones relacionadas con 
los CNA, especialmente en los últimos años (Fig. 4), demuestra el interés que ha 
despertado la identificación de estas sustancias en el estudio de la enfermedad 
neoplásica, dando lugar a numerosos estudios que fundamentalmente han 
confirmado este hecho, y han intentado asociarle valores diagnósticos, 
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pronósticos y de utilidad para la monitorización del proceso canceroso, 
especialmente tras la aplicación de terapias (41-44).  
 
 
Fig. 4. Número de publicaciones sobre ácidos nucleicos libres circulantes en plasma y cáncer en las 
últimas décadas. Fuente: PubMed. Palabras clave: “plasma AND (circulating OR cell-free) AND (DNA 
OR RNA) AND cancer”. Para la búsqueda de tumores de cabeza y cuello, se sustituyó “cancer” por “head 
and neck cancer”. La búsqueda con “larynx cancer” o “laryngeal cancer” resultó negativa en todos los 
intervalos temporales. 
 
El estudio  de los CNA se ha aplicado también al estudio de otros procesos 
no tumorales, tales como diagnóstico prenatal, diabetes, ictus, traumatismos, 
enfermedades reumáticas o infarto de miocardio (45-47). Incluso actividades 
como el ejercicio físico intenso realizado en actividades atléticas, levantamiento 
de peso o pruebas de esfuerzo han demostrado un incremento de cfADN en 
personas sanas (48-50). 
 
El término CNA se refiere a distintos tipos de ácidos nucleicos libres: 
ADN genómico (ADNg), ADN mitocondrial (ADNmit), ADN y ARN virales, 
ARN mensajero (ARNm), y microARN (ARNmi) que ha sido aislado 
recientemente en plasma (39, 46, 51-54). La conformación del ADN en el suero 
ha sido descrita como monocatenario por algunos autores (55) y como doble 
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El mecanismo preciso por el que los ácidos nucleicos son liberados al 
torrente circulatorio permanece incierto. Existen varias posibles fuentes de ácidos 
nucleicos en la sangre: lisis de células sanguíneas, necrosis tisular, ADN de la 
superficie leucocitaria, lisis de patógenos como bacterias o virus, apoptosis, 
liberación espontánea de ADN de nueva síntesis o liberación espontánea de 
complejos lipoprotéicos de ADN/ARN desde células sanas.  
 
En sujetos sanos se cree que los ácidos nucleicos entran en la circulación 
via apoptosis de linfocitos y otras células nucleadas (58). 
Para una parte de los investigadores, la principal fuente de ácidos 
nucleicos circulantes es la necrosis (59, 60). Sin embargo, se ha observado que 
después de un tratamiento con radioterapia, que teóricamente induce muerte 
celular, los niveles de cfADN sorprendentemente disminuyen en el 90% de los 
pacientes. Se ha sugerido que esta disminución de niveles se correspondería con 
la detención de la proliferación celular (35).  
 
Otros autores han propuesto la apoptosis, a la vista del tamaño de los 
fragmentos detectados en el plasma (61). Así, la aparición de fragmentos 
mutados de ADN en el torrente circulatorio podría tener su origen en células 
apoptóticas o necróticas que han sido fagocitadas por macrófagos, que liberarían 
ADN parcialmente digerido (62). Pero esta teoría tampoco está libre de 
controversia, ya que se han reportando evidencias experimentales en contra (63).     
 
También se ha postulado que el cfADN provendría principalmente de 
células vivas, cuando el tumor está proliferando, más que de células apoptóticas 
o necróticas. Algunos estudios han descrito la liberación celular activa de 
cfADN, y especificamente por linfocitos (64-66). Así, se ha comprobado que los 




Otra posibilidad incluye que los ácidos nucleicos libres podrían ser  
liberados por células tumorales circulantes en el torrente sanguíneo, aunque 
existe una discordancia  importante entre la cantidad de ácidos nucleicos libres y 
la escasa presencia de células tumorales en el torrente circulatorio (67, 68). Estas 
células circulantes no serían obligatoriamente metastáticas. Podrían haber 
adquirido la habilidad de entrar en el torrente circulatorio, pero no la capacidad 




Fig. 5. Dos modelos de liberación de ADN en la sangre: (A) Las células pueden sufrir apoptosis y/o 
necrosis en los tejidos tumorales in situ, y liberar su ADN en el torrente circulatorio. (B) Las células se 
desprenden y extravasan al torrente circulatorio donde experimentan lisis y liberan su contenido de ADN. 
En ambos modelos es posible que los macrófagos jueguen un papel intermediario en la liberación de 
ADN a la sangre (tomado de referencia bibliográfica número 62, Gormally et al., 2007). 
 
No se debe excluir la hipotésis de que los CNA provengan de células 
sanas que rodean al tumor. Jahr et al. (2001) demostraron que cuando los niveles 
de cfADN son altos, el porcentaje de ADN tumoral es pequeño, y cuando los 
niveles de  cfADN son bajos el porcentaje de ADN tumoral es alto, sugiriendo 
que la mayor parte del cfADN procedería no de células cancerosas, sino de 
células peritumorales sanas en proceso de necrosis (61). Un aspecto importante 
que ya se ha mencionado, y que permanece incierto, es la relación entre las 
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células tumorales circulantes libres en el torrente sanguíneo y los ácidos 
nucleicos de origen tumoral en el plasma. Se ha sugerido que el ADN y ARN 
procedente de estas células tendría un acceso más fácil a la sangre que los ácidos 
nucleicos procedentes de las células tumorales primarias. Por otro lado, la 
capacidad de liberación de estas células circulantes potencialmente metastásicas 
podría ser mayor (43). Sin embargo, en modelos animales se pudo comprobar 
que la detección de cfADN es anterior y más frecuente que la de células 
tumorales circulantes (69). 
 
Otra cuestión, pendiente de dilucidar, es el significado del cfADN como 
respuesta del huesped al tumor, ya que se han encontrado grandes cantidades de 
ADN no tumoral liberadas durante la progresión del tumor, especialmente en 
estadios incipientes, sugiriendo  una interacción entre el tumor y las células no 
tumorales. Además se ha descrito que los niveles de ADN no mutado suben muy 
precozmente, pero no se relacionan con el estadio tumoral o las metástasis (69, 
70). 
 
 Teóricamente los CNA serían degradados rápidamente por nucleasas 
presentes en el torrente circulatorio. Se ha sugerido que la presencia de ADNasas 
I y II explicaría los mínimos niveles de ADN encontrados en sujetos sanos (58), 
ya que se ha comprobado escasa actividad de estas enzimas en pacientes con 
enfermedad neoplásica. Además, se ha encontrado inhibidores de ADNasa tanto 
en tumores (71), como en otras células tales como los trombocitos (72). 
Asímismo se ha demostrado que los cfADN mutados se degradan más 
rápidamente que los no mutados (73, 74). Sin embargo, esta degradación podría 
ser limitada, ya que el cfADN parece estar protegido, al menos en parte, por 
complejos o partículas con características especialmente protectoras frente a la 




En cualquier caso, los oncogenes contenidos en el ADN podrían 
comportarse como oncovirus y representar una vía de metastatización. De este 
modo, los tumores tendrían propensión a metastatizar en tejidos específicos que 
contendrían proteinas de unión o receptores para el ADN (77). Se ha propuesto el 
término de “genometástasis” para describir el fenómeno por el que se produce 
una transferencia horizontal entre células tumorales y sanas, que da lugar a la 





Fig. 6. Origen del ADN libre circulante y las metastasis en el cáncer. La división de las células cancerosas 
produciría una liberación de cfADN en los fluidos corporales, con capacidad de transferirse a las células 
adyacentes o remotas. Estas células transformadas mantendrían la capacidad de proliferación, dando lugar 
a metástasis o aparición de un segundo cáncer primario (tomado de referencia bibliográfica número 77, 








1.2.2 Valor clínico del ADN libre circulante 
 
Son muchos los tipos de cáncer que han sido objeto de estudio sobre 
CNA, y los resultados, valorados en conjunto, sugieren que la presencia en 
sangre de ácidos nucleicos circulantes libres es un hecho común a todos ellos. La 
mayor parte de estos trabajos se ha centrado en el estudio del ADN, habiéndose 
descrito la presencia de cfADN tumoral, entre otros, en pacientes con cáncer de 
mama, cuello uterino, colon, esófago, estómago, cabeza y cuello, hígado, riñón, 
páncreas, piel, nasofaringe, ovario, próstata, pulmón, tiroides y hematológicos 
(39).  
 
Se ha buscado un valor clínico del ADN plasmático desde varias 
perspectivas: detección de ADN tumoral (presencia/ausencia), cuantificación de 
ADN tumoral y/o cuantificación de ADN total (tumoral y no tumoral) en plasma. 
Posiblemente, la detección de ADN tumoral en plasma ha sido la opción más 
explorada, siendo objeto de decenas de estudios en muy diversos cánceres (ver 
revisión de González-Masiá et al., 2013) (29).  
 
Sin embargo, los estudios que buscan una posible correlación entre la 
detección de las distintas alteraciones genéticas en el plasma y distintos 
parámetros clínicos, o los que abordan el valor de estas determinaciones para el 
diagnóstico y/o el seguimiento de los pacientes cancerosos, ofrecen resultados 
muy variados y a veces contradictorios. 
 
En los últimos años se ha reportado, entre otros, la monitorización clínica 
del cáncer de mama y de cabeza y cuello, basada en el análisis del cfADN 
tumoral (80, 81). Esto podría significar el inicio de una fase de desarrollo de 




Los niveles en plasma de cfADN no son constantes, sino que se han 
detectado fluctuaciones, y esto se ha comprobado tanto en pacientes como en 
animales de experimentación, cuantificando el cfDNA en diferentes momentos 
de la enfermedad (36, 69, 70). En muchos casos la detección de cfADN tumoral 
se ha dado en pacientes con enfermedad metastásica avanzada, aunque 
ocasionalmente se ha detectado previamente al diagnóstico clínico (82). Diversos 
estudios, empleando un modelo animal de cáncer, han coincidido con estas 
observaciones, mostrando que a lo largo de la progresión tumoral, la detección en 
plasma de las secuencias de KRAS mutado, propias de las células tumorales 
inyectadas en los animales, era anterior y más frecuente que la de células 
tumorales circulantes (68). De la misma forma, se ha demostrado que la 
diseminación hematógena tras la exéresis quirúrgica del tumor primario parecía 
estar más relacionada con la liberación de ADN extracelular que con la de células 
tumorales (83).  
 
Muchos autores han analizado el valor de la cuantificación del ADN libre 
en plasma como marcador tumoral (39, 84) y parte de ellos han coincidido en el 
valor clínico de esta determinación, en combinación con otras herramientas 
diagnósticas para el diagnóstico temprano de distintos tipos de tumores como el 
pulmonar (84), mamario (85) o el carcinoma hepatocelular (86).  
 
Varios trabajos describen la correlación entre los niveles de ADN y 
factores pronósticos conocidos (80). En cáncer de pulmón, se ha encontrado una 
estrecha relación entre niveles plasmáticos de ADN, lactato deshidrogenasa 
(LDH) sérica y concentraciones de enolasa neuroespecífica (NSE), con similar 
relación entre cada marcador y la supervivencia de los pacientes (87). Igualmente 
los niveles de ADN se correlacionaron con el estadío clínico, metástasis 
linfáticas y tamaño tumoral en el cáncer de mama (88). Asimismo, algunos 
estudios han mostrado que la cuantificación de ADN libre en plasma, mediante 
espectrofotometría con técnica de retención de la muestra (NanoDrop), puede ser 
19
una herramienta mínimamente invasiva útil para el seguimiento y la detección de 
metástasis en pacientes con cáncer colorrectal (89). 
 
Pero los estudios basados en la cuantificación de ADN tampoco están 
exentos de controversia. Por ejemplo, un estudio en el que se cuantificó el ADN 
plasmático en sujetos sanos y pacientes con cáncer de pulmón mediante 
colorimetría, mostró que los niveles de ADN permitían diferenciar a los 
pacientes cancerosos, incluso desde estadio T1 (84). Sin embargo, empleando 
una técnica de reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa en 
tiempo real (RT-PCR) para la cuantificación de la secuencia β-actina, otros 
autores no encontraron diferencia alguna entre sanos y enfermos de cáncer de 
pulmón (90). 
 
Estas contradicciones pueden ser debidas en parte a los diferentes métodos 
empleados y a la heterogeneidad de la población analizada. Como se ha descrito 
previamente, Jahr et al. (2001) mostraron que situaciones clínicas similares están 
asociadas con diferentes niveles de ADN circulante en plasma, tanto tumoral 
como no tumoral, y postularon que aunque el cáncer generalmente cursa con un 
aumento de los niveles plasmáticos de ADN extracelular, la cantidad y 
composición de este varía entre pacientes. Usando PCR encontraron que la 
proporción de ADN tumoral varía entre 10% y 90% del total de cfADN, con más 
altas proporciones en las muestras con menores niveles de ADN  total (61). Otros 
autores, en estudios previos, encontraron tasas menores de ADN tumoral (0,2 % - 
10%) (91). De hecho, los niveles de ADN plasmático pueden verse afectados por 
muchos factores, que será necesario definir y tener en cuenta para lograr 
establecer el valor clínico de la cuantificación de cfADN en plasma. 
 
1.2.3 Valor clínico del ARN libre circulante 
 
El hallazgo de cfADN estimuló a los investigadores en la búsqueda de 
otros ácidos nucleicos circulantes. La ventaja teórica del análisis del ARN 
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plasmático sobre la detección de ADN, es que el primero podría aportar 
información sobre los patrones de expresión génica del tumor (92).   
 
El estudio del cfARN implica un abordaje diferente al del cfADN, ya que 
la detección ADN tumoral implica la necesidad de una identificación previa de 
alteraciones de ADN en el tumor. En cambio el análisis de ARN tumoral puede 
basarse en la detección de ARN sobreexpresados en cada tipo de tumor. Aunque 
la investigación del cfARN ha sido más tardía, probablemente debido a la 
sofisticación técnica que precisa, y a la conocida inestabilidad de la molécula, los 
resultados obtenidos en su detección han sido sorprendentes, ya que se ha podido 
cuantificar y amplificar, a pesar de la alta concentración de ARNasas que existe 
en el suero de pacientes cancerosos. 
 
La existencia de cfARN en sangre fue publicada por primera vez en la 
década de 1980, cuando Wieczorek et al. encontraron complejos lipoproteicos en 
el suero de pacientes con cáncer, así como en líneas celulares malignas (93). Sin 
embargo, el valor potencial de la detección de cfARN en plasma no atrajo la 
atención de los investigadores hasta 1999, cuando dos estudios paralelos 
informaron de la detección de ARNm de tirosinasa en pacientes con melanoma 
metastásico (94), y ARNm asociado al virus de Epstein-Barr en pacientes con 
carcinoma nasofaríngeo (95).   
 
Muchos estudios han informado de la presencia de ARNm específico en el 
plasma de pacientes con distintos tipos de cáncer, como colon (96, 97), mama 
(43, 77), próstata (98), pulmón (99) o tiroides (100). La mayoría de estas 
moléculas tienen un tamaño de alrededor de 100 pb o menor, llegando incluso a 
estar constituidas por simples nucleótidos (39). El cfARN no solo es amplificable 
en muestras de pacientes con enfermedad avanzada, sino que está presente en 
pacientes portadores de tumores pequeños, bien diferenciados, sin afectación de 
ganglios linfáticos ni metástasis a distancia (101). 
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El ARN extracelular circula posiblemente en forma de complejos, unido a 
lípidos, proteinas, lipoproteinas o fosfolípidos, unido a ADN en nucleosomas o 
protegido en cuerpos apoptóicos u otras estructuras vesiculares (102). Ya 
Wieczorek et al. (1985) sugirieron que estos complejos lipoprotéicos parecían ser 
de origen secretorio en las células malignas, más que un producto de degradación 
(93). Años más tarde, Ng et al. (2002)  reportaron que la mayoría de tipos de 
cfARN estaba asociado a partículas, conclusión a la que llegaron mediante 
filtración de muestras de plasma de sujetos sanos y pacientes con cáncer a través 
de materiales con poros de distinto tamaño. Encontraron mayores cantidades de 
cfARN asociado a partículas en pacientes con cáncer que en sanos (103).  
 
La utilidad clínica del ARNm total en plasma ha sido relativamente poco 
explorada, en comparación con el gran número de trabajos centrados en la 
cuantificación de ADN total. De hecho, existen pocos trabajos que analizen la 
cantidad total de ARN (104), o el transcrito de genes constitutivos, tales como la 
GAPDH. Incluso en algunos casos, la cuantificación de estos últimos sirve sólo 
como control interno o para normalizar los niveles de otros ARN, y no son 
analizados como biomarcadores per se (105).  
 
Aunque el cfARN no es específico en pacientes con cáncer, y se puede 
encontrar en voluntarios sanos o ante un traumatismo (29), se ha postulado que el 
cfARN es más sensible como biomarcador que el cfADN tumoral (106). Aunque 
la heterogeneidad de los resultados y la limitada potencia de los estudios 
realizados no ha permitido llegar a conclusiones definitivas, algunos trabajos han 
demostrado el valor clínico del cfARN. Por ejemplo, Silva et al. (2001) 
encontraron que en el cáncer de mama, el análisis en plasma de un ARNm 
epitelial específico (citoqueratina 19) en combinación con el de mamaglobina, 
facilita la detección en mayor número de casos positivos que lo hace el análisis 
de cfADN, relacionando su presencia con un peor pronóstico (43).   
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1.2.4 Acidos nucleicos circulantes en plasma y cáncer de laringe 
 
En lo que se refiere al cáncer laríngeo, son pocos los estudios que han 
tratado la utilidad clínica de la detección y análisis de CNA en plasma, y además, 
en la mayor parte de ellos se agrupan con otros tumores, y son incluidos a 
menudo en el nombre genérico de  “cáncer de cabeza y cuello”.  
 
En el año 2000, Coulet et al. ofrecieron resultados poco esperanzadores, 
concluyendo que “en el caso del cáncer de cabeza y cuello, la utilidad clínica de 
una prueba basada en el ADN plasmático permanece incierta” (107). Sin 
embargo, este estudio puede ser cuestionado, como ya se ha hecho, en lo que 
respecta a los métodos de laboratorio empleados y a la elección de los 
marcadores para estos tumores (un microsatélite y mutaciones en p53) (108). 
 
Posteriormente, Nawroz-Danish et al. (2004) estudiaron un grupo de 152 
pacientes de cáncer de cabeza y cuello, en cuyos sueros intentaron detectar 
inestabilidad de microsatélites, empleando un panel de 10 marcadores. 
Encontraron alteraciones de microsatélites en el ADN sérico en el 45% de los 
pacientes, idénticas al ADN tumoral correspondiente, concluyendo que la 
detección de ADN tumoral en suero mediante análisis de microsatélites puede 
ayudar a identificar pacientes con riesgo de metástasis (109). Sin embargo, no se 
pudo asociar estadísticamente la detección de ADN tumoral en suero con 
parámetros anatomoclínicos como estadio tumoral, recidiva, intervalo libre de 
enfermedad o supervivencia (109). 
 
En este sentido, también otros autores analizaron un panel de 8 
microsatélites en un grupo de 91 pacientes de cáncer de cabeza y cuello y 
encontraron que la presencia de ADN tumoral en plasma podría servir como una 
herramienta de diagnóstico precoz, pero no parecía tener valor pronóstico (110). 
 
23
En un estudio reciente, los autores propusieron el uso de saliva y plasma 
para detectar tumores de cabeza y cuello mediante la detección de ADN tumoral 
libre. En cada paciente de un total de 93 (sólo 10 de laringe y 3 de hipofaringe), 
analizaron el tumor, buscando la presencia de papilomavirus humano o 
mutaciones somáticas, y después buscaron la misma alteración en plasma y/o 
saliva. En saliva, detectaron ADN tumoral en el 100% de pacientes con cánceres 
de cavidad oral y en el 47 - 70% de pacientes con tumores en otros lugares de 
cabeza y cuello. En plasma, el cfADN tumoral se detectó en el 80% de los 
primeros, y en un 86 - 100% de los segundos. Como se ha mencionado, estos 
resultados les sirvieron para proponer el ADN tumoral libre en saliva y plasma 
como biomarcador en los cánceres de cabeza y cuello (81).  
 
Li et al. (2005) estudiaron la sobreexpresión de ARNm en tejidos 
tumorales y plasma de 34 pacientes con carcinoma escamoso de laringe, 
encontrando niveles más altos tanto en las muestras de tumor como en el plasma 
(105).  
 
1.3 Cáncer y actividad telomerasa 
1.3.1 Generalidades 
 
Los telómeros son estructuras especializadas localizadas en los extremos 
de los cromosomas, ricas en guanina, que juegan un papel crítico en la 
estabilidad, replicación y función de los cromosomas, impidiendo la 
recombinación de estos o la fusión en los extremos. Aunque la secuencias varían 
entre especies, los telómeros son muy similares en los eucariotas. En los 
humanos y otros vertebrados están formados por varias kilobases de la repetición 
de la secuencia  -TTAGGG, las cuales están repetidas entre 150 y 2000 veces. 
Análisis cromosómicos han mostrado que los telómeros pierden más de 200 
kilobases de ADN por cada división celular in vitro e in vivo. El acortamiento 
cromosómico se relaciona en último extremo con el envejecimiento y la muerte 
celular (111-115).  
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Debido a su ubicación en el extremo final de los cromosomas (Fig. 7), 
existen limitaciones para realizar la copia de los telómeros durante la división 
celular. La enzima ADN polimerasa puede extender una cadena de ADN que se 
encuentra en fase de crecimiento, pero es incapaz de replicar los extremos 
cromosómicos ya que no puede incorporar el primer nucleótido de la nueva 
cadena de síntesis (116) El mantenimiento de los telómeros se realiza gracias a la 
actividad de una enzima compuesta por un complejo ribonucleoprotéico llamado 
telomerasa, descrita en 1985 por Greider y Blackburn (117) que sintetiza, 
mediante una actividad reverso-transcriptasa, hexámeros -TTAGGG de ADN en 






Fig. 7. Localización de los telómeros en los extremos de los cromosomas (tomado de referencia 
bibliográfica número 116, Ripoll, 2007). 
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Fig. 8. Mecanismo de acción de la telomerasa (tomado de referencia bibliográfica número 116, Ripoll, 
2007). 
 
Respecto a su estructura, la telomerasa humana está constituida por 3 
subunidades mayores:  
1. El componente hTR (human telomerase RNA en la literatura 
anglosajona), contiene una región de 11 nucleótidos y aporta la plantilla de ARN 
para la síntesis de las secuencias repetidas de ADN telomérico (119). 
2.  El segundo componente más importante de la actividad enzimática 
es la transcriptasa inversa humana hTERT (human telomerase reverse 
transcriptase). La hTERT es una gran proteína de 103–134 kDa que permite la 
síntesis de ADN a partir del ARN contenido en la subunidad hTR (120, 121).  
3. El tercer componente está formado por las proteinas asociadas a la 
telomerasa:  disquerina/NAP57, y proteínas humanas GAR1, NOP10 y  NHP2 
(122, 123).  
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La telomerasa, por tanto, transporta su propio molde de ARN, que es 
complementario de las secuencias repetidas del telómero, que forma parte del 
complejo enzimático, constituido por una parte por la región que transporta el 
molde del ARN, y por otra la subunidad protéica que dispone la actividad 
catalítica enzimática. El uso de este ARN como molde permite a la telomerasa 
generar múltiples copias de las secuencias repetidas teloméricas, gracias a su 
actividad enzimática, lo que permite mantener los telómeros en ausencia de un 
molde convencional de ADN que dirija esta síntesis (116) (Fig. 8).  
 
Se ha propuesto que el acortamiento de los telómeros, en ausencia de 
telomerasa, puede funcionar como reloj mitótico celular, mediante el cual la 
célula cuenta sus divisiones celulares (124). Así, el telómero alcanza un longitud 
crítica y se induce la senescencia. La telomerasa, mediante el mantenimiento de 
la longitud del telómero, permite a las células escapar de esta fase y proliferar 
indefinidamente, impidiendo la muerte celular (125). Sin embargo la telomerasa 
por sí misma no es oncogénica, como se ha mostrado en un estudio, en el que las 
líneas celulares a las que se transfirió el gen hTERT no mostraron transformación 
maligna durante un largo periodo de tiempo (126, 127).   
 
Hasta la fecha el ensayo principal para detectar la actividad telomerasa es 
el TRAP (Telomere repeat amplification protocol). Se trata de una prueba 
cualitativa o semicuantitativa, y no puede mostrar los niveles de actividad 
telomerasa de forma precisa, necesitando ribonucleoproteínas funcionales, 
incluyendo tanto actividad transcriptasa inversa como ARN no degradado. 
Además la presencia de inhibidores de telomerasa, inhibidores de polimerasa 
Taq, proteasas o ARNasas puede influenciar su detección y subsecuentemente 
disminuir su sensibilidad para un determinado nivel de expresión de hTERT 
(128). Por tanto, se ha sugerido que se requeriría un nivel umbral de proteína 
hTERT para activar la telomerasa (129), ya que habitualmente sólo se detecta un 
nivel considerable de actividad telomerasa en tumores que expresan 10.000 o 
más copias de hTERT ARNm por µg de ARN. Así, niveles bajos de hTERT 
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ARNm pueden no indicar actividad telomerasa, y por ello algunos autores han 
sugerido que la expresión de hTERT ARNm podría no correlacionarse con la 
actividad telomerasa (130). Además se ha detectado expresión de hTERT ARNm 
en linfocitos, independientemente de la actividad telomerasa (131). Otro 
problema añadido es la existencia de variantes de ensamblaje que podría ser 
problemática para la detección de hTERT ARNm (132). 
 
Sin embargo, diferentes autores han encontrado un buen nivel de 
correlación entre la actividad telomerasa y la expresión de hTERT ARNm en 
líneas celulares humanas y células hematopoyéticas (133, 134). Similares 
observaciones se han encontrado en diversos tumores como carcinoma gástrico 
(135), hepático (136), renal (137), endometrio y ovario (138, 139), y mama 
(130). Además se ha encontrado una tendencia a la asociación de hTERT ARNm 
y la fraccíon tumoral en fase S (que es un marcador de proliferación celular y un 
indicador de pronóstico negativo) (130). Algunos autores han encontrado que una 
alta expresión de hTR se correlaciona significativamente con un pobre pronóstico 
en pacientes con neuroblastoma  (140).  
 
La detección de telomerasa por técnicas enzimáticas es compleja y larga 
en el tiempo y, como se ha apuntado previamente, puede complicarse por la 
presencia de inhibidores enzimáticos, proteasas o ARNasas, lo que restringe su 
utilidad en un escenario clínico (141). La actividad telomerasa puede valorarse 
mediante diversas técnicas, entre las que hemos de destacar la PCR cuantitativa 
en tiempo real (142), que detecta y cuantifica un fragmento de hTERT ARNm de 
144 bases, haciendo este ensayo menos sensible a la actividad ARNasas e 





1.3.2 Actividad telomerasa en tumores 
 
La actividad telomerasa en tejidos tumorales fue demostrada por primera 
vez en el carcinoma de ovario (144) y posteriormente se ha comprobado que está 
presente en el 70 - 100% de los tejidos malignos y en muchas líneas celulares 
inmortales, de modo que es prácticamente indetectable en los tejidos no 
tumorales, exceptuando ciertas células, como células madre, linfocitos, células 
germinales, mucosa oral o endometrio en la fase proliferativa del ciclo menstrual 
(113, 130, 145‐151). En la mayoría de las células cancerosas ocurre una 
acortamiento considerable de los telomeros antes de la reexpresión de la 
telomerasa (152). La longitud de los telómeros en esta situación patológica, en la 
que gran número de células se han convertido en inmortales, parece depender de 
un equilibrio entre la pérdida de repeticiones teloméricas en cada ciclo de 
replicación del ADN y la síntesis de repeticiones teloméricas mediadas por la 
actividad telomerasa (153). Las dos subunidades principales de la telomerasa 
humana: el gen ARN (hTR) y su componente catalítico (hTERT) han sido 
detectados específicamente en líneas celulares cancerosas, y en tejidos 
neoplásicos extraidos en la práctica clínica (139, 154‐158). El gen hTR y las 
proteínas asociadas a la telomerasa se expresan ubicuamente tanto en tejidos 
sanos como cancerosos (156), mientras que hTR y hTERT son indetectables en 
tejidos o suero de pacientes con enfermedades benignas y en suero de sujetos 
sanos (101). Además, las subunidades hTR y hTERT son expresadas 
independientemente in vivo, aunque se conoce poco sobre el mecanismo de su 
ensamblaje (155). Esto podría explicar la discordancia de los resultados de hTR y 
hTERT en el suero de algunos pacientes (101), que ha sido observada por 
diferentes autores (154‐156).   
 
Se ha encontrado una relación estrecha entre la expresión de hTERT 
ARNm y actividad de telomerasa, sugiriendo que la cuantificación de hTERT 
ARNm puede ser usada como alternativa a la medida de actividad de esta enzima 
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(138, 159‐163). Igualmente se ha sugerido que la actividad telomerasa podría ser 
un indicador para determinar el grado de malignidad en tumores a veces 
indistinguibles mediante análisis histopatológico, como ocurre en algunos 
tumores cerebrales, adenocarcinoma papilar de tiroides, tumores endocrinos 
pancreáticos, carcinoma urotelial o neoplasia cervical intraepitelial (164). 
 
1.3.3 Actividad telomerasa en el cáncer de laringe 
 
Como se ha descrito, aunque muchos investigadores han encontrado la 
telomerasa como un marcador útil para el diagnóstico y pronóstico en varios 
tipos de cáncer, pocos estudios se han dirigido a su papel en el cáncer de cabeza 
y cuello, y especialmente en laringe y/o hipofaringe. Sólo un número limitado de 
trabajos hasta la fecha han sido publicados usando un protocolo TRAP para la 
medida de la actividad telomerasa en esta localización (125, 149, 165‐168).  
 
Se considera que la telomerasa está implicada en la acumulación de 
anomalías genéticas adicionales, culminando en un tumor invasivo (169, 170). 
La subunidad hTERT ARNm puede ser detectada ocasionalmente en epitelio 
laríngeo normal, pero su frecuencia y su cantidad relativa  es significativamente 
más alta en el carcinoma de células escamosas. La detección de hTERT ARNm 
en tejidos laríngeos normales y con mucosa reactiva se ha atribuido a la presencia 
de células troncales, que ya se conoce que están presentes en el epitelio 
escamoso, pero las cantidades relativas de hTERT ARNm, detectadas mediante 
RT-PCR, se incrementan progresivamente con el grado de anomalías epiteliales, 
de modo que son más altas en la hiperplasia atípica que en la hiperplasia reactiva 
(171, 172). Por tanto, se ha establecido la hipótesis de que la sobrexpresión del 
gen hTERT representa un acontecimiento temprano en el proceso de la 
carcinogénesis laríngea, aunque no todos los estudios sustentan esta teoría, como 
se muestra en la breve revisión que se expone a continuación. 
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Hohaus et al. (1996) estudiaron 35 pacientes con cáncer de laringe, y 
mediante técnica TRAP se detectó actividad telomerasa en el 89% de las 
muestras de tumor. Se encontró una correlación positiva entre estadios avanzados 
de la enfermedad y actividad telomerasa, siendo ésta negativa o débilmente 
positiva en los tumores con estadio I, y apareciendo máxima actividad en los 
estadios IV (166). 
 
Curran et al. (1998) estudiando tumores de cavidad oral, encontraron que 
la actividad telomerasa se incrementaba con el estadio tumoral, y que los 
cánceres T4 expresaban niveles más altos que las categorías T más bajas (173). 
En otro trabajo Curran et al. (2000) investigaron mediante TRAP la actividad 
telomerasa en las muestras de tumor y tejidos adyacentes en un grupo de 20 
pacientes con cáncer de laringe recurrente, tratados previamente con radioterapia 
y/o radioquimioterapia, y que requirieron cirugía de rescate con laringectomía. 
Se detectó actividad telomerasa en el 85% de tejidos tumorales y en el 20% de 
tejidos con aspecto macroscópico sano (125). 
 
Luzar et al. (2001) detectaron niveles mayores de hTERT ARNm en el 
carcinoma escamoso de laringe de grado histopatológico más alto y menos 
diferenciado. De hecho, los carcinomas sin detección de actividad hTERT 
producían un menor grado de enfermedad. Sin embargo, no se encontró relación 
entre el nivel de expresión de  hTERT ARNm y el tamaño tumoral o la 
afectación regional de los ganglios linfáticos (171).  
 
Li et al. (2005) sugirieron que la sobreexpresión de hTERT ARNm juega 
un papel crucial en el desarrollo del carcinoma escamoso de laringe. Los 
resultados cuantitativos mostraron que el nivel de hTERT ARNm en las muestras 
de tumor estaba elevado alrededor de 17,9 veces respecto a los tejidos normales 
adyacentes. Igualmente encontraron niveles elevados de esta molécula en el 
plasma de los pacientes con cáncer. Sin embargo no se encontró correlación 
significativa entre la sobreexpresión de hTERT ARNm y parámetros patológicos 
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como localización tumoral o grado T, de modo que los niveles de este gen no se 
correlacionaban con el volumen o grado de infiltración tumoral. Tampoco se 
encontró relación con el grado N (105). 
 
De todo lo expuesto, se puede deducir que el análisis de los ácidos 
nucleicos circulantes en el plasma, en el contexto de lo que actualmente se 
denomina “biopsia líquida”, ha llevado a resultados muy alentadores en la 
búsqueda de herramientas clínicas para el manejo de la enfermedad cancerosa, 
por lo que es necesario seguir profundizando. Por otra parte, la naturaleza ubícua 
de la expresión telomerasa en un fenotipo maligno, y la sensibilidad de las 
técnicas basadas en la PCR, sugieren que la detección y cuantificación del 
ARNm hTERT puede ser una estrategia atractiva en la búsqueda de esas 
herramientas con valor clínico en el diagnóstico, seguimiento y pronóstico de una 
variedad de tumores, siendo los de laringe e hipofaringe algunos de los menos 







































II. OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
2.1 Objetivo general 
 
Evaluar la utilidad clínica de la detección y cuantificación de ARN 
(hTERT ARNm y GAPDH ARNm) en el plasma de pacientes con cáncer de 
laringe e hipofaringe. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
1.- Evaluar la utilidad de la cuantificación de ARN (hTERT ARNm y 
GAPDH ARNm)  en plasma como herramienta diagnóstica del carcinoma de 
laringe e hipofaringe. 
2.- Analizar la correlación entre los niveles de ARN plasmático, tumoral 
(hTERT ARNm) y no tumoral (GAPDH ARNm), y los distintos parámetros 
anatomoclínicos: estadio tumoral y presencia de metástasis linfáticas regionales 
cervicales y a distancia. 
3.- Valorar la evolución de los niveles de ARN plasmático, tumoral 
(hTERT ARNm) y no tumoral (GAPDH ARNm), en el perioperatorio de la 
exéresis quirúrgica tumoral. 
4.- Analizar la correlación entre los niveles de ARN plasmático, tumoral 
(hTERT ARNm) y no tumoral (GAPDH ARNm), y la evolución clínica y la 
supervivencia tras el tratamiento quirúrgico. 
 
2.3 Objetivo secundario 
 
Valorar la evolución de los niveles de ADN total en plasma, en el 
perioperatorio de la exéresis quirúrgica tumoral, y analizar su correlación con la 




2.4.1 Hipótesis conceptual 
 
El desarrollo y progresión del carcinoma de laringe e hipofaringe se asocia 
a un aumento de los niveles de ARN libre en plasma, tanto tumoral como no 
tumoral, por lo que la determinación de estos niveles es de utilidad clínica en el 
diagnóstico, pronóstico y seguimiento post-terapéutico de estos pacientes. 
 
2.4.2 Hipótesis operativas 
 
En pacientes con carcinoma larínge e hipofaringe se detecta más hTERT 
ARNm circulante en plasma que en sujetos sanos. Los niveles de este ARN 
permiten predecir recidiva y metastatización. 
 
En pacientes con carcinoma larínge e hipofaringe se detecta más ARNm 
de GAPDH (del inglés, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) circulante 
en plasma que en sujetos sanos. Los niveles de este ARN permiten predecir 
recidiva y metastatización. 
 
2.4.3 Hipótesis estadísticas 
 
Hipótesis nula: no hay diferencias en los niveles de ARN plasmático, 
tumoral o no tumoral, entre pacientes con carcinoma laríngeo e hipofaríngeo y 
sujetos sanos, ni entre pacientes con distinto estadio tumoral. 
 
Hipótesis alternativa: en los pacientes con cáncer de laringe e hipofaringe 
pueden detectarse niveles de ARN plasmático significativamente mayores que en 
sujetos sanos. Los niveles de estos ácidos nucleicos disminuyen tras el 


























III. MATERIALES Y MÉTODO 
3.1 Sujetos de estudio 
 
Se estudiaron dos grupos: 
 
Grupo de estudio: lo formaron  49 pacientes con cáncer (47 de laringe y 2 
de hipofaringe), diagnosticados según el protocolo clínico adoptado por el 
Servicio de Otorrinolaringología (ORL) del Complejo Hospitalario Universitario 
de Albacete (CHUA).  
 
Criterios de inclusión:  
 
1.-Pacientes con diagnóstico anatomopatológico de carcinoma escamoso 
de laringe o hipofaringe. 
2.-Pacientes tratados quirúrgicamente con intención curativa. 
3.-Pacientes que cumpliendo los requisitos generales (mayor de edad, no 
incapacidad, etc.), firmaron el documento de consentimiento informado (Anexo 
I) para donación de muestras biológicas para el Biobanco del Complejo 
Hospitalario Universitario de Albacete y autorización para trabajar con sus 
muestras de tejidos y plasma en el laboratorio. 
 
Criterios de exclusión: 
 
1.-No cumplir alguno de los criterios de inclusión. 
2.-Pacientes con problemas graves de coagulación que impidieran el 
normal procesamiento de la muestra plasmática. 
 
El periodo de reclutamiento de los pacientes con cáncer se prolongó entre 
los días 8 de julio de 2008 y  27 de noviembre de 2013. 
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Grupo control:  lo formaron 27 sujetos y se obtuvo a partir de los 
pacientes atendidos en la Consulta Externa de ORL del Complejo Hospitalario 
Universitario de Albacete por otra patología distinta del cáncer, en los que se 
comprobó la ausencia de antecedentes de enfermedad oncológica, 
independientemente de su localización. Este grupo se reclutó de forma 
consecutiva entre el 20 de junio de 2014 y el 9 de enero de 2015. 
 
Tanto pacientes como voluntarios sanos, recibieron adecuada información 
del objetivo de la toma de muestra y prestaron su consentimiento, tanto para el 
uso de las muestras de tumor por parte del Biobanco, como para el presente 
estudio (Anexo I). 
 
3.2 Diseño del estudio 
 
El presente estudio se abordó desde dos aspectos: un estudio transversal 
(caso-control), para establecer el valor diagnóstico de las determinaciones en 
plasma, y un estudio longitudinal de cohortes, para evaluar el valor pronóstico y 
predictivo de estas determinaciones. 
 
3.3 Manejo de los pacientes con cáncer: diagnóstico, tratamiento y 
seguimiento. 
 
Para realizar el diagnóstico y estadificación clínica (cTNM), en cada 
paciente se realizó una exploración de cabeza y cuello completa, incluyendo 
cavidad oral, faringoscopia, laringoscopia indirecta y/o rinofibrolaringoscopia. 
Se evaluó el aspecto, localización y extensión del tumor, y la movilidad de los 
tejidos laríngeos (especialmente del cartílago aritenoides y cuerda vocal). 
Además, se descartó la existencia de una segunda localización tumoral en la vía 
aerodigestiva superior. Por último, se realizó una palpación completa de todas las 
áreas ganglionares cervicales. 
40
La confirmación histológica de neoplasia maligna se realizó, en la mayoría 
de los casos, mediante biopsia obtenida bajo anestesia local con fibroscopio con 
canal de trabajo (Fujinon, Fujifilm Corporation, Tokyo, Japón). Se realizó 
biopsia bajo anestesia general cuando i) las biopsias obtenidas bajo anestesia 
local no eran suficientes y/o definitivas para un diagnóstico, ii) la exploración 
bajo anestesia local no era suficiente para valorar adecuadamente la localización 
y extensión de la enfermedad neoplásica, y iii) cuando se sospechó una segunda 
localización tumoral en la via aerodigestiva superior.   
 
Como estudio de imagen para el estadificación de la enfermedad se realizó 
una tomografía axial computerizada (TAC) cervicotorácica (cortes axiales, sin y 
con contraste), para valorar la extensión local de la enfermedad tanto en 
superficie como en profundidad, volumen tumoral, la presencia de metástasis 
regionales cervicales o mediastínicas, y descartar la presencia de un segundo 
tumor en la esfera ORL o broncopulmonar. Cuando se consideró necesario se 
realizó una TAC cérvico-torácica-abdominal ó Resonancia Magnética Nuclear 
(RMN T1 y T2, y tras la inyección de gadolinio). Fueron considerados aspectos 
importantes para la estadificación tumoral el grado de afectación del espacio 
hiotiroepiglótico, del espacio paraglótico, la afectación cartilaginosa de la laringe 
o la invasión de tejidos cervicales.  
 
Cuando se consideró necesario, se realizó una punción-aspiración con 
aguja fina (PAAF) de los ganglios linfáticos cervicales sospechosos de 
enfermedad metastática regional. Eventualmente esta técnica se realizó bajo 
control ecográfico. Tras completar la exploración clínica, estudios de imagen y 
análisis anatomopatológico, los casos clínicos fueron estadificados según la 
clasificación TNM de AJCC (American Joint Comittee on Cancer, 2010, 7ª Ed.) 




Tras el diagnóstico por parte del Servicio de ORL, cada caso fue 
presentado en el Comité de Tumores de Cabeza y Cuello del CHUA (en el que 
participan los Servicios de Otorrinolaringología, Cirugía Maxilofacial, Oncología 
Radioterápica, Oncología Médica, Radiodiagnóstico y Anatomía Patológica) y se 
propusieron las alternativas terapéuticas para cada paciente. En todos los 
pacientes incluidos en este estudio se había propuesto un tratamiento quirúrgico 
con intención curativa.  
 
Tras la intervención y el análisis anatomopatológico de la pieza 
quirúrgica, en cada caso se realizó una clasificación patológica (pTNM), y fueron 
nuevamente presentados en el Comité de Tumores, donde se valoró la posible 
indicación de un tratamiento adyuvante con radioterapia y/o quimioterapia. Tras 
completar el tratamiento, cada paciente realizó revisiones periódicas en la 
consulta externa del Servicio de ORL del CHUA. La frecuencia habitual de estas 
revisiones está establecida cada 6 a 8 semanas durante el primer año, cada 8 a 12 
semanas durante el segundo y tercer años, cada 6 meses el cuarto año, y 
anualmente a partir del quinto año del tratamiento.   
CLASIFICACION T CANCER DE LARINGE E HIPOFARINGE 
Tx No se puede evaluar el tumor primario. 
T0 No hay evidencia de tumor primario. 
Tis Tumor in situ. 
CÁNCER DE SUPRAGLOTIS 
T1 Invasión de un subsitio de la supraglotis, con movilidad normal de la cuerda vocal. 
T2 
Invasión de la mucosa de más de un subsitio de la supraglotis, glotis o fuera de la supraglotis (ej. 
mucosa de la base de la lengua, vallécula, pared medial del seno piriforme) sin fijación de la 
laringe. 
T3 
Tumor limitado a la laringe, con fijación de la cuerda vocal y/o invade una de las siguientes 
zonas: área postcricoidea, espacio preepiglótico, espacio paraglótico y/o cortical interna del 
cartílago tiroides. 
T4a 
Enfermedad local moderadamente avanzada. El tumor presenta invasión a través del cartílago 
tiroides y/o invade a tejidos más allá de laringe (como tráquea, tejidos blandos del cuello, 
musculatura profunda extrínseca de la lengua, músculos prelaríngeos, glándula tiroides o 
esófago). 
T4b Enfermedad local muy avanzada. El tumor afecta a la fascia prevertebral, engloba la arteria carótida o invade estructuras mediastínicas. 
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CÁNCER DE GLOTIS 
T1 
Tumor limitado a la cuerda vocal (puede afectar la comisura anterior o posterior) con movilidad 
normal de la cuerda vocal.  
T1a: Afecta a una cuerda vocal 
T1b: Afecta a las 2 cuerdas vocales 
T2 El tumor se extiende a la supraglotis y/o subglotis y/o existe limitación de la motilidad de la cuerda vocal. 
T3 Tumor limitado a la laringe, con fijación de la motilidad de la cuerda vocal  y/o afectación del espacio paraglótico, y/o cortical interna del cartílago tiroides. 
T4a 
Enfermedad local moderadamente avanzada. El tumor invade a través de la cortical externa del 
cartílago tiroides, y/o afecta a estructuras más allá de la laringe (ej. tráquea, tejidos blandos del 
cuello, incluyendo musculatura profunda extrínseca de la lengua, músculos prelaríngeos, glándula 
tiroides o esófago). 
T4b Enfermedad local muy avanzada. El tumor invade la fascia prevertebral, engloba la arteria carótida o invade estructuras mediastínicas. 
CÁNCER DE SUBGLOTIS 
T1 Tumor limitado a la subglotis. 
T2 El tumor se extiende a la(s) cuerda vocal (es) con movilidad normal o disminuida. 
T3 Tumor limitado a la laringe con fijación de la cuerda vocal. 
T4a 
Enfermedad local moderadamente avanzada. El tumor invade a través de la cortical externa del 
cartílago tiroides, y/o afecta a estructuras más allá de la laringe (ej. tráquea, tejidos blandos del 
cuello, incluyendo musculatura profunda extrínseca de la lengua, músculos prelaríngeos, glándula 
tiroides o esófago). 
T4b Enfermedad local muy avanzada. El tumor invade la fascia prevertebral, engloba la arteria carótida o invade estructuras mediastínicas. 
CLASIFICACION N  CÁNCER DE LARINGE E HIPOFARINGE 
N0 Ausencia de metástasis cervicales. 
N1 Metástasis en un único ganglio cervical homolateral ≤ 3 cm en su diámetro mayor. 
N2a Metástasis en un único ganglio cervical homolateral >3cm y ≤ 6 cm en su diámetro mayor. 
N2b Metástasis  en varios ganglios cervicales homolaterales, ninguno mayor de 6 cm en su diámetro mayor. 
N2c Metástasis en varios ganglios cervicales, de forma bilateral o contralateral, ninguno mayor de 6 cm. 
N3 Metástasis en un ganglio linfático cervical > 6 cm en su diámetro mayor. 
CLASIFICACION M CÁNCER DE LARINGE E HIPOFARINGE 
M0 Ausencia de metástasis a distancia 
M1 Presencia de metástasis a distancia 
 
Tabla I. Clasificación TNM del cáncer de laringe e hipofaringe, según AJCC. 
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ESTADIOS CÁNCER DE LARINGE E HIPOFARINGE 
I T1 N0 M0 
II T2 N0 M0   
III 
T3 N0 M0     
T1 N1 M0   
T2 N1 M0   
T3 N1 M0   
IVA 
T4a N0 M0   
T4a N1 M0   
T1 N2 M0   
T2 N2 M0   
T3 N2 M0   
T4a N2 M0   
IVB T4b Cualquier N M0   Cualquier T N3 M0   
IVC Cualquier T  Cualquier N M1   
 
Tabla II. Clasificación del estadio tumoral del cáncer de laringe e hipofaringe, según AJCC. 
3.4. Recogida y procesamiento de las muestras 
3.4.1 Recogida de muestras sanguíneas y de tejidos 
 
Se recogieron muestras de sangre periférica en el preoperatorio y en el 
postoperatorio, así como muestras de tumor y de tejidos faringolaríngeos 
adyacentes. 
 
Durante la inducción anestésica previa a la intervención quirúrgica, se 
extrajo de cada paciente la primera muestra de sangre, mediante punción en la 
vena cubital. Concretamente se obtuvieron 10 ml de sangre venosa periférica que 
se depositaron en tubos con EDTA (Vacuette, Greiner Bio-one, GmbH, Austria). 
Dichas muestras se procesaron inmediatamente para la obtención de plasma, tal 
como se indica en los siguientes párrafos.  
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Inmediatamente tras la extirpación del tumor se extrajeron muestras 
representativas de éste. En el caso de laringectomía total, se accedió a la laringe 
cortando la lámina posterior del cartílago cricoides, en la línea media en su eje 
vertical para exponer completamente la mucosa laríngea, y se obtuvieron 
muestras de la parte más central del tumor. Aparte, se obtuvieron muestras de 
tejidos adyacentes, con aspecto macroscópico sano, separadas y distantes más de 
2 cm del tumor. Se tuvo especial cuidado durante este procedimiento, mediante 
cambio de guantes por el cirujano y uso de diferentes hojas de bisturí, para evitar 
la contaminación accidental de las diferentes muestras obtenidas. La toma de 
muestras de tejidos se realizó en coordinación con el Biobanco y el Servicio de 
Anatomía Patológica del CHUA. Todas las muestras fueron registradas, 
asignándoles un número de entrada, anotando la fecha de recogida, nombre y 
apellidos del paciente y número de historia clínica. Una parte se colocaron en 
criomoldes de plástico embebidas en medio criosolidificable  (Tissue-Tek®; 
Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Holanda), y se congelaron con prontitud 
sumergiendo esos criomoldes en 2-metil-butano enfriado a -80ºC. A continuación 
se archivaron en los ultracongeladores a -80ºC hasta el momento de su análisis. 
El resto de la pieza quirúrgica tumoral se remitió al Servicio de Anatomía 
Patológica del CHUA, siguiendo los protocolos habituales, para el estudio 
anatomopatológico estándar y la correcta identificación y estadificación del 
tumor.  
 
En los pacientes con cáncer se extrajo la segunda muestra de sangre 
venosa entre 28 y 233 días tras la intervención quirúrgica. En el grupo control se 






Fig. 9. Laboratorio de la Unidad de Investigación del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete 
(CHUA) 
 
 3.4.2 Procesamiento inicial de las muestras de sangre y aislamiento del 
plasma 
 
Todas las muestras sanguíneas fueron procesadas en la Unidad de 
Investigación del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete (fig. 9). En el 
plazo máximo de tres horas tras la extracción, se sometieron a dos 
centrifugaciones. La primera durante 10´ a 1.800 x g. Tras ella se recogió el 
plasma, con cuidado de no arrastrar el sedimento, y se sometió a una segunda 
centrifugación durante 10´ a 3.000 x g. El plasma obtenido entonces fue el 
utilizado para los posteriores análisis. Las muestras de plasma se alicuotaron y 





3.4.3 Extracción de ARN plasmático  
 
La extracción del ARN de las muestras plasmáticas, se realizó con el kit 
denominado “Qiamp UltraSens Virus” (Qiagen, Hilden, Germany), partiendo de 
un volumen de 1 ml y siguiendo las instrucciones del fabricante. Al finalizar el 
proceso, las muestras se sometieron a una digestión enzimática para eliminar el 
ADN que se pudiera haber extraído paralelamente. Para ello se utilizó el kit 
denominado “QuantiTect® Reverse Transcription” (Qiagen).  
 
Para comprobar la ausencia de ADN en la muestras resultantes, se 
sometieron a una PCR convencional, empleando los cebadores para 
amplificación de una secuencia del gen GAPDH, que se describirán en siguientes 
apartados.  
 
Al finalizar el proceso, el ARN resultante se cuantificó mediante 
espectrofotometría de retención de muestra NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher, 
Wilmington, EE.UU.), empleando 2 µl de cada muestra. Las muestras se 
conservaron a –20ºC hasta su uso. 
 
3.4.4 Extracción de ARN de tejidos 
 
La extracción del ARN de las muestras de tumor y de tejidos adyacentes 
corrió a cargo del Biobanco del CHUA. En primer lugar se realizaron cortes de 
30 m con un criostato, y seguidamente se utilizó el kit “All Prep DNA/RNA 
Mini” (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
Para prevenir la contaminación con ADN en el ARN retenido, se realizó 
un tratamiento con la enzima ADNasa I con el “DNase set” (Qiagen), según el 
protocolo recomendado. La ausencia de ADN se valoró mediante una PCR para 
detección de un fragmento de 249 pares de bases del gen de beta-globina 
humana. 
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El ARN obtenido se valoró en concentración y pureza en el 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 usando 2 µl. La integridad del ARN se 
estudió valorando la de los ARN ribosómicos 28S y 18S mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 0,8% en búfer. Las muestras de ARN se congelaron y 
almacenaron a –80ºC hasta su uso. 
 
3.4.5 Extracción y cuantificación de ADN plasmático 
 
En un grupo de 38 muestras de plasma procedentes de 19 pacientes con 
cáncer, se realizó una cuantificación de ADN, mediante fluorimetría, sin 
extracción previa: se empleó el “Quant-iTTM dsDNA Assay Kit, High 
Sensitivity” (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.). 
 
3.4.6 Detección de hTERT ARNm en tejidos  
 
Con el fin de establecer si en los tumores de laringe e hipofaringe se podía 
detectar actividad telomerasa en mayor cantidad que en los tejidos adyacentes al 
tumor, y con aspecto macroscópico normal, se aplicó una técnica de RT-PCR 
para detectar el ARNm específico en un grupo de 18 muestras pareadas (tumor / 
tejidos adyacentes) y en 12 tejidos tumorales más (en total 30 tejidos tumorales, 
18 tejidos adyacentes).  
 
Esta técnica se compone de dos reacciones: la transcripción del ARNm en 
ADN complementario (ADNc) y la amplificación de éste. En el presente trabajo, 
ésta se realizó con una técnica de PCR en tiempo real, basada en el uso de sondas 
fluorescentes (sondas “Taqman”). 
 
La tecnología Taqman se basa en que una sonda diseñada de esa forma no 
emite fluorescencia, puesto que la del extremo marcado con fluoresceína 
(reporter) es absorbida por el marcado con rodamina (quencher). Si hay 
replicación, la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa hace que la 
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sonda se convierta en nucleótidos libres, por lo que se elimina esa transferencia 
entre los dos marcajes y se emite fluorescencia. 
 
La transcripción se realizó con el kit  “Quantitect® Reverse Transcription” 
(Qiagen). Para la amplificación de un fragmento de 95 pb del ADNc de la 
subunidad hTERT de la telomerasa humana, se emplearon dos cebadores y una 
sonda Taqman específica, cuyas secuencias quedan detalladas en la Tabla III.  
 
Para elaborar la mezcla de reacción, se empleó el kit denominado “LC 
DNA MasterPLUS Hyb Probes” (Roche Diagnostics GmbH), que contenía la ADN 
polimerasa, los desoxinucleótidos y el cloruro de magnesio necesarios para la 
reacción. En cada mezcla de reacción se añadió 1 µl de la enzima uracil ADN 
glicosilasa (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) para reducir el 
riesgo de contaminaciones con amplificados humanos previos. No obstante, en 
cada sesion de RT-PCR se incluyó un control negativo (con agua, en vez de ARN 
molde), para detectar ese tipo de contaminaciones, y un control positivo con 
ARN extraído de un tumor testado previamente y positivo a la detección de 
hTERT. 
 
Las muestras de ARN junto con los cebadores, sonda y mezcla de 
reacción, se sometieron a 47 ciclos de temperaturas, según el patrón que aparece 
en la fig.10. 
 
 
Fig. 10. Patrón de temperaturas empleado en la amplificación del ADNc de hTERT 
 








Las reacciones, así como la interpretación de resultados (detección y 
cuantificación de ARNm) se realizó con el sistema LightCycler (“LightCycler 
software”, versión 3.5; Roche, Vedbaek, Denmark) (Fig. 11). La lectura de 
fluorescencia se realizó a 530/ 640 nm (Fig. 12). 
 
 
Fig. 11. Sistema LightCycler 
 
 








Fig. 13. Curvas standard 
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AMPLIFICACION DE ADNc de hTERT 
Secuencia de Cebadores hTERT-upper: 5’-TGACACCTCACCTCACCCAC-3’  hTERT-lower: 5’-CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC-3’  




AMPLIFICACION DE ADNc de GAPDH 
Secuencia de Cebadores GAPDH-upper:5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’ GAPDH lower: 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 
Secuencia de Sonda Taqman  5’-6-carboxi-fluoresceína-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-6-carboxitetrametil-rodamina -3’ 
 
Tabla III. Secuencia de los cebadores y de la sonda Taqman utilizados para la amplificación del ADNc 
de la subunidad hTERT de la telomerasa y de la GAPDH. 
 
3.4.7 Detección y cuantificación de hTERT ARNm en plasma  
 
La retrotranscripción del ARN extraído del plasma se realizó por el mismo 
método descrito para los tejidos. Seguidamente, para la amplificación y 
cuantificación del ADNc, se aplicó también una técnica similar a la descrita para 
los tejidos, pero para establecer la cuantificación se incluyeron estándares de 
concentración conocida. Los niveles se obtuvieron en fentogramos (fg), que 
después se recalcularon en fg/ml de plasma.  
 
Se generaron curvas estándar (Fig. 13) para el ADNc de hTERT a partir 
de diluciones seriadas de cantidades conocidas de secuencias idénticas a las que 
se pretendía amplificar. Estas secuencias se generaron mediante PCR (con la 
misma técnica descrita para tejidos), se purificaron empleando el kit “Montage 
DNA Gel Extraction” (Millipore, Bedford, EE.UU.), se cuantificaron mediante el 
sistema NanoDrop, y se realizaron diluciones seriadas entre 1/10 y 1/1012, con las 
que se realizó una reacción de PCR en tiempo real, de la que se extrajo una curva 
estándar externa, que permitió relacionar el ciclo umbral de detección de 
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fluorescencia obtenido en cada muestra con la cantidad de ADNc diana que 
contenía. En cada PCR se incluyeron 4 estándares, eligiéndose después uno de 
ellos como referencia en la cuantificación con la curva estándar externa.   
  
3.4.8 Detección y cuantificación de  GAPDH ARNm en tejidos y 
plasma 
 
Es sabido que los niveles de expresión de GAPDH son prácticamente 
constantes, por lo que la detección de este ARNm sirvió para evaluar la 
eficiencia de la reacción de transcripción, así como la cantidad y calidad del 
ARN extraído. Además, inicialmente se pensó considerar la ratio entre las 
concentraciones de hTERT y las de GADPH como valores normalizados de 
hTERT en cada muestra, ya que esta forma de cuantificación de la actividad 
telomerasa ha sido previamente propuesta por otros autores (42, 105).  
 
De forma similar a lo expuesto para hTERT, se realizó la deteccción de 
ARNm de GAPDH en un grupo de 30 tejidos tumorales y 18 muestras de tejidos 
adyacentes, y se detectó y cuantificó esta misma secuencia en todas las muestras 
de plasma de los pacientes con cáncer y de los voluntarios sanos. 
 
Para ello, tras realizar la retrotranscripción del ARNm (descrita en 
párrafos anteriores) se amplificó un fragmento de 226 pb del ADNc de GAPDH. 
Se emplearon también dos cebadores y una sonda Taqman específica, cuyas 
secuencias quedan detalladas en la Tabla III. 
 
Cada muestra, tanto de tejido como de plasma, se analizó por triplicado, y 
la mezcla de reacción se hizo de forma similar a lo descrito para el ADNc de 






Fig. 14. Patrón de temperaturas empleado en la amplificación del ADNc de GAPDH. 
 
De la misma forma que con hTERT, para cuantificar el ADNc plasmático 
se realizó una curva estándar específica, y en cada PCR se incluyeron 4 
diluciones estándar. Las cantidades obtenidas fueron expresadas en fg, que 
después se recalcularon para obtener términos de concentración en plasma 
(fg/ml). 
 
3.5 Análisis estadístico 
3.5.1 Base de datos 
 
Empleando el programa de análisis estadístico SPSS v.12 (SPSS Inc., 
Chicago, Illinois, EE.UU.), se diseñó una base de recogida de datos que incluía, 
para cada paciente, los datos de filiación (iniciales del nombre y apellidos, fecha 
de nacimiento, sexo), número de historia clínica, antecedentes de neoplasia 
maligna previa, datos clínicos (diagnóstico y localización del tumor), 
estadificación clínica (cTNM), tipo de tratamiento quirúrgico del tumor índice, 
tipo del eventual tratamiento quirúrgico de las áreas ganglionares cervicales 
correspondientes (vaciamiento ganglionar cervical), clasificación 
anatomopatológica postquirúrgica (pTNM), estadio tumoral, eventual tratamiento 
adyuvante con radioterapia y/o quimioterapia postoperatoria, y evolución de los 
pacientes (fecha de diagnóstico y localización de una eventual recidiva local, 
recidiva ganglionar o metástasis a distancia),  fecha y localización de un eventual 
segundo tumor primario y fecha y estado clínico del paciente en la última 
revisión en consulta. Además con este mismo método se realizó la gestión de la 
colección de tejidos tumorales y de la seroteca (fecha de recogida, cantidad de 








Para determinar el valor biológico y el significado clínico de la detección 
de ARNm tumoral se debe examinar en asociación con los datos 
clinicopatológicos conocidos,  que se sabe que contribuyen al curso clínico de la 
enfermedad. En el caso del cáncer de laringe e hipofaringe, estas características 
son el grado T (extensión del tumor), grado N (presencia, tamaño y localización 
de los ganglios cervicales metastásicos) y presencia de metástasis a distancia.  
 
De todos los datos recogidos, las variables que finalmente se analizaron 
estadísticamente en el grupo de los pacientes con cáncer fueron las siguientes: 
 
1. Neoplasia previa. 
2. Localización del tumor. 
3. Estadio tumoral (pTNM; Estadios I, II, III, IV). 
4. Tratamiento quirúrgico aplicado. 
5. Seguimiento: 
 Recidiva local y/o regional. 
 Metástasis a distancia.  
 Supervivencia. 
6. Concentración plasmática de hTERT ARNm antes de iniciar el 
tratamiento quirúrgico ([preQ-hTERT]) y en el postoperatorio a medio o largo 
plazo ([PostQ-hTERT]. 
7. Concentración plasmática de GAPDH ARNm antes de iniciar el 
tratamiento quirúrgico ([PreQ-GAPDH]) y en el postoperatorio a medio o largo 
plazo ([PostQ-GAPDH]). 
8. Concentración plasmática de ADN total antes de iniciar el 
tratamiento quirúrgico ([PreQ-ADN]) y en el postoperattorio a medio o largo 
plazo ([PostQ-ADN]). 
 
En el grupo control se analizaron las concentraciones de hTERT ARNm y 
GAPDH ARNm en una sola muestra de plasma. 
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3.5.3 Análisis estadísticos 
 
- Análisis descriptivo: se calcularon porcentajes en el caso de variables 
cualitativas, y medidas de tendencia central y dispersión para variables 
cuantitativas, con sus intervalos de confianza. En el caso de variables 
cuantitativas se consideraron, igualmente, índices de asimetría y grado de 
apuntamiento respecto de la ley normal, para comprobar la idoneidad en la 
aplicación de posteriores test estadísticos que exigen la normalidad de la 
distribución de las variables.  
 
- Análisis bivariante: para estudiar la asociación o relación entre dos 
variables cualitativas se utilizaron pruebas de independencia (ji-cuadrado), 
verificándose las condiciones de aplicación. Cuando éstas no se cumplían, se usó 
la prueba exacta de Fisher. En el caso de una variable binaria y otra con más de 
dos categorías ordenadas, se aplicó la prueba de tendencia lineal de Mantel-
Haensel. Para estudiar la relación entre una variable binaria y una cuantitativa, se 
empleó la prueba “t“ de comparación de medias en grupos independientes. La 
hipótesis de igualdad de varianzas se verificó con la prueba F basada de 
Snedecor. Por último, se utilizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-
Whitney) cuando la distribución de alguna de las variables presentaba marcadas 
anomalías (asimetría, etc.) o al comparar grupos pequeños, cuando se vulneraban 
los supuestos de normalidad e igualdad de varianzas.  
 
La comparación de medidas repetidas (pre y postquirúrgicas), se realizó 
mediante la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. El estudio de 






Por último, se empleó el método de Kaplan-Maier para calcular las curvas 
de distribución de supervivencia. La comparación de estas curvas entre pacientes 
con distintos niveles de ácidos nucleicos plasmáticos se realizó mediante el “Log 
Rank test”. 
 
Todos los análisis se realizaron con el mencionado programa informático 
SPSS v. 12, y se añadió un estudio de valor diagnóstico de la detección de 
hTERT ARNm empleando el programa informático Epidat, versión 3.1 (Xunta 
de Galicia, España). 
 
3.6 Consideraciones éticas 
 
El estudio fue aprobado previamente por el Comité Ético de Investigación 
Clínica del CHUA. Tanto a los pacientes que formaron parte de este estudio, 
como a los voluntarios sanos, se les especificó de forma verbal y escrita el 
objetivo de la toma de muestras para investigación, garantizándoles la 
voluntariedad y confidencialidad del mismo y solicitándoseles, como se ha 







































4.1 Variables clínicas 
 
En el presente estudio participaron un total de 49 pacientes con neoplasia 
maligna:  47 con cáncer de laringe y 2 con cáncer de hipofaringe. La biopsia 
reveló en todos los casos un carcinoma escamoso. Como control participaron 27 
sujetos sanos sin antecentes de cáncer ni enfermedad maligna conocida en el 
momento de su participación en el estudio. 
 
Los principales datos demográficos y anatomoclínicos de los pacientes 
con cáncer se muestran resumidos en la Tabla IV, y pormenorizados por casos en 
el anexo II. 
 
EDAD  
(años; media ± 
d.e.) 
SEXO LOCALIZACIÓN DE LOS TUMORES 
V M SG G HF 
65,5 ±  11,2 47 (95,9%) 2 (4,1%) 24 (49%)  23 (46,9%) 2 (4,1%) 
ESTADIFICACIÓN DE LOS TUMORES 
T N M I II III IV 
T1: 9 (18,4%) 
T2: 8 (16,3%) 
T3: 18 (36,7%) 
T4: 14 (28,6%) 
N0: 30 (61,2%) 
N1: 5 (10,2%) 
N2: 13 (26,5%) 
N3: 1 (2%)  








Tabla IV. Resumen de los principales datos demográficos y anatomoclínicos de los pacientes con cáncer 
reclutados en este estudio (n = 49). Los datos se expresan en número de casos y porcentajes, excepto la 
edad, que se expresa en media ± desviación estándar (d.e.). V: Varón; M: Mujer. SG: supraglotis; G: 





Como se observa en la Tabla IV, la gran mayoría de los pacientes fueron 
varones, con una edad media superior a los 65 años. La localización del tumor, 
dentro de la laringe, fue supraglótica y glótica casi a partes iguales, y los más 
infrecuentes fueron los tumores hipofaríngeos.   
 
Nueve casos (18,4%)  tenían antecedentes de neoplasia maligna previa. 
Respecto al grado tumoral, en el momento del diagnóstico la mayor parte de los 
pacientes (65,3%) se encontraban en un grado avanzado de la enfermedad (T3 y 
T4). Respecto la afectación de los ganglios linfáticos de cuello, más de la mitad 
de los casos (61,2%) fueron clasificados como N0. En ningún paciente se 
encontraron metástasis a distancia en el momento del diagnóstico. Es de señalar 
que cerca de 3/4 de los pacientes (73,4%) se encontraban en estadios avanzados 
de la enfermedad (III ó IV). 
 
En todos los pacientes se indicó un tratamiento quirúrgico con intención 
curativa. En 33 pacientes (67,3%) además del tratamiento del tumor índice, se 
añadió un vaciamiento cervical de las áreas ganglionares cervicales 
correspondientes. En el 53,1 % de los pacientes se añadió en el postoperatorio 
una terapia adyuvante, con radioterapia y/o quimioterapia.  
 
El seguimiento medio de los pacientes con cáncer fué de 34,0 ± 22,2 
meses, y se comenzó a computar desde el momento de la intervención quirúrgica. 
Durante el seguimiento, 6 pacientes (12,2%) sufrieron recidiva local y/o regional 
(en los ganglios del cuello), y en 8 pacientes (16,3%) se diagnosticaron 
metástasis a distancia. En 3 pacientes (6,1%) apareció una segunda neoplasia 
maligna. 
 
Al final del periodo de seguimiento, 35 pacientes (71,4%) vivían sin 
enfermedad neoplásica detectable, 3 pacientes (6,1%) vivían con enfermedad 
neoplásica, 8 pacientes (16,3%) habían fallecido por causa oncológica y 3 
pacientes (6,1%) habían fallecido sin causa oncológica conocida. 
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En el grupo control, se reclutaron 24 hombres (88,8%) y 3 mujeres 
(11,1%) sin enfermedad neoplásica conocida. La edad media fue de 60,1 ± 12,4 
años. No hubo diferencias significativas en cuanto a edad y sexo entre el grupo 
de pacientes con cáncer y  el grupo control.  
 
En las figuras 15 a 26 aparecen representados gráficamente, en forma de 
diagrama de barras y sectores, los datos anatomoclínicos más importantes de los 




















































































































Fig. 22. Porcentaje de pacientes en que se realizó vaciamiento cervical . 
 
Fig. 23. Porcentaje de pacientes en que se añadió radioterapia y/o quimioterapia. 
 


























4.2 Detección de hTERT ARNm y GAPDH ARNm en tejidos 
 
En la Tabla V se muestran los resultados de los análisis moleculares de los 
tumores, y de las muestras de tejidos adyacentes. 
 
 TEJIDO TUMORAL (n = 30) 
TEJIDO ADYACENTE 
(n = 18) 
hTERT 
+   100% 
 
1 réplica:   3,4 % 
+   72,2% 
1 réplica:   23,1 % 
2 réplicas:  13,8 % 2 réplicas:  7,7 % 
3 réplicas:   80,0 % 3 réplicas: 69,2 % 
-      0% -  27,8% 
GAPDH +   100% 3 réplicas: 100 % +   100% 3 réplicas: 100 % 
 
Tabla V. Detección de ARNm  de hTERT y de GAPDH en muestras de tejidos. Se muestran los 
porcentajes de casos positivos (+) y negativos (-). De cada muestra se analizaron 3 réplicas, y en esta 
tabla figuran los porcentajes de muestras que resultaron positivas en una, dos o las tres réplicas. 
 
Como se muestra en esta tabla, la detección de hTERT ARNm fue más 
frecuente en tejidos tumorales (100%) que en los tejidos adyacentes con aspecto 
macroscópico normal (72,2%). Además, en la mayoría de las muestras de tumor 
(80,0%) el resultado fue positivo en sus tres réplicas, lo que indica más altos 
niveles de expresión hTERT ARNm. 
 
Con respecto al GAPDH ARNm, pudo detectarse en todos los tejidos y en 
todas las réplicas, sin distinción entre tejidos tumorales y adyacentes. 
 
4.3 Detección y cuantificación de hTERT ARNm en plasma   
 
Antes de realizar el análisis estadístico de las variables de mayor interés, 
comparamos los resultados obtenidos en muestras plasmáticas preoperatorias 
entre pacientes con neoplasia previa (n = 9) y sin ella (n = 40). No se observó 
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diferencia estadísticamente significativa en ninguna variable relacionada con la 
detección y cuantificación de ARNm (tanto de hTERT como de GAPDH) ni de 
ADN en plasma, por lo que para este análisis se incluyeron todos los casos en un 
solo grupo. 
 
Asímismo, realizamos un análisis de correlación entre los niveles de 
hTERT ARNm y GAPDH ARNm, tanto preoperatorios como postoperatorios, 
por separado y también en un solo grupo que incluyó todos. No se encontró 
ninguna correlación estadística, por lo que se decidió no realizar la normalización 
de los niveles de hTERT ARNm respecto a los de GAPDH, como sugieren 
algunos autores, sino tratarlos como variables independientes. 
 
4.3.1 Detección y cuantificación de hTERT ARNm en muestras 
preoperatorias de plasma 
 
En la Tabla VI y de forma pormenorizada en los anexos III y IV se 
muestran los principales resultados de la detección de hTERT ARNm en el 
plasma de los pacientes con cáncer y voluntarios sanos, que desglosaremos a 
continuación. 
 
 PLASMAS PRE-Qx (n = 49) 
PLASMAS POST-Qx 
Temprano 
(n = 38) 
Tardío 
(n = 10) 
Total pacientes 11 (22,4%) 10 (26,3%) 4 (40%) 
SG     8/24 (33,3%) 5/20 (25%) 1/3 (33,3%) 
G     2/23 (8,7%) 4/17 (23,5%) 2/6 (33,3) 
HF     1/2 (50%) 1/1 (100%) 1/1 (100%) 
Voluntarios 
sanos (n = 27) 0   
Pacientes 
Voluntarios  
Tabla VI. Detección de hTERT ARNm en el plasma de pacientes con cáncer y  voluntarios sanos. Los 
datos se expresan en número de casos positivos y porcentajes. PRE-Qx: preoperatorio; POST-Qx: 
postoperatorio. SG: supraglotis; G: glotis; HF: hipofaringe. 
p = 0,02
p = 0,006 
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Como se observa, ninguno de los 27 voluntarios sanos dió resultado 
positivo a la detección de hTERT ARNm. Sin embargo, sí se detectó en 11 
pacientes (22,4%) con  cáncer en las muestras de plasma extraídas previamente a 
la intervención quirúrgica. Con el test estadístico exacto de Fisher se encontró 
que esta diferencia era estadísticamente significativa (p = 0,006). 
 
Con estos resultados se analizó el valor diagnóstico de la detección de 
hTERT ARNm en plasma y se obtuvo una sensibilidad de 22,45 % [9,75% - 
35,15%], una especificidad del 100%  [98,08 % – 100%,] con un índice de 
validez de 49,33% [37-35% - 61,31%], un valor predictivo positivo de 100 % 
[95,45% - 100%] y un valor predictivo negativo de 40,63% [27,81 % -53,44%], 
con un nivel  de confianza del 95%. Se construyó una curva ROC, y se calculó la 
superficie bajo la misma que fue igual a 0,612  (Fig.27). 
 
 
Fig. 27. Curva ROC. Valor diagnóstico de la detección de hTERT ARNm en la muestra de plasma 
preoperatoria de los pacientes con cáncer . 
 
71
Respecto a la localización del tumor, la detección de hTERT ARNm en el 
plasma preoperatorio fue significativamente más frecuente en los tumores 
supraglóticos que en los glóticos (p = 0,02). Sin embargo, no se encontró relación 
estadísticamente significativa entre esta detección y el grado tumoral T, N  o el 
estadio tumoral, ni comparando cada estadio por separado, ni agrupándolos (por 
ejemplo, T1+T2 vs. T3 +T4; N0 vs. N1+N2+N3; I + II vs III + IV).  
 
Se valoró si la detección de hTERT ARNm en la muestra preoperatoria se 
relacionaba con el desarrollo posterior recidiva local y/o regional, y sí se 
encontró una asociación estadísticamente significativa (p = 0,02). Asimismo, se 
analizó si esta detección se relacionaba con la aparición de metástasis a distancia 
en el curso de la enfermedad, y no se encontró relación estadísticamente 
significativa, aunque el valor de “p” no distaba mucho de la significación (p= 
0,06). También se valoró si había relación con la aparición de una segunda 
neoplasia maligna en el seguimiento, y tampoco se encontró asociación 
estadística. 
 
Respecto a la cuantificación de hTERT ARNm en la muestra 
preoperatoria de plasma de los pacientes con cáncer, los niveles obtenidos se 
muestran en la Tabla VII y en el anexo III.  
 
  PLASMAS PRE‐Q (fg/ml; n = 48) 
PLASMAS POST-Q (fg/ml) 
Temprano 





: 0,221 ± 0,775 
Me:  0 
 
: 0,260 ± 0,446 
Me:  0 
(n=20) 
 
: 0,274 ± 0,441 
Me:  0 
(n=3) 
(n  = 22)   SG 
 
: 0,431 ± 1,084 
Me:  0 
 
:  0,662 ± 1,900 
Me:  0 
(n=17) 
 
: 0,186 ± 0,322 
Me:  0 
(n=6) 
(n = 23)    G 
 
:0,030 ± 0,140 
Me:  0 
 
: 0,696 ± 1,938 
Me:  0 
(n=1) 
 
: 0,194 ± 0,430 
Me:  0 
(n=1) 
(n = 2)    HF 
 







Tabla VII.  Niveles plasmáticos de hTERT ARNm en pacientes con cáncer. Los datos se expresan en 
media ( X ) ±  desviación estándar (d.e.) y mediana (Me). PRE-Qx: preoperatorio; POST-Qx: 
postoperatorio. SG: supraglotis; G: glotis; HF: hipofaringe. 
 
Para el cálculo estadístico, se dio valor 0 a los casos en los que no se 
detectó hTERT ARNm. 
 
No se encontró relación entre los niveles plasmáticos de hTERT ARNm y 
el grado tumoral T, N ó estadio tumoral, ni comparando cada estadio por 
separado, ni agrupándolos, como se explicaba anteriormente. Sin embargo, estos 
niveles resultaron más elevados en los casos de tumores supraglóticos, con una 
relación estadística próxima a la significación (p = 0,055). 
 
Por el contrario sí se encontró relación estadísticamente significativa entre 
los niveles plasmáticos preoperatorios de ARNm hTERT y la aparición posterior 
de recidiva local y/o regional (p = 0,046) y de metástasis a distancia (p = 0,047). 
Aunque no se encontró tal relación con la aparición de una segunda neoplasia 
maligna. 
 
4.3.2 Detección y cuantificación de hTERT ARNm en muestras 
postoperatorias de plasma 
 
En la cohorte de pacientes en los que se analizó el ARNm plasmático en el 
periodo postoperatorio medio (entre 28 y 49 días tras la cirugía), no se encontró 
asociación estadística entre la detección de hTERT ARNm y el desarrollo 
posterior de recidiva local y/o regional, ni de metástasis a distancia. Tampoco se 
encontró en los pacientes analizados en el postoperatorio tardío (entre 58 y 223 
días). Sin embargo, si se incluían todos en un solo grupo sí se observó que la 
relación entre la detección de hTERT ARNm plasmático en el postoperatorio y el 
desarrollo posterior de recidiva estaba cercana a la significación estadística (p = 
0,052). 
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Respecto al análisis cuantitativo, se encontró una correlación positiva 
estadísticamente significativa entre los niveles pre y postoperatorios de hTERT 
ARNm (r = 0,352, p = 0,03). Los niveles postoperatorios de hTERT ARNm 
plasmático se incrementaron significativamente respecto a los preoperatorios (p = 
0,04; Tabla VII).  
 
No se encontró asociación estadística entre los niveles postoperatorios de 
ARNm hTERT y el desarrollo posterior de recidiva local y/o regional, ni de 
metástasis a distancia.  
 
Tampoco se encontró asociación estadística entre estas variables clínicas y 
el cambio sufrido en los niveles plasmáticos de ARNm hTERT entre el pre y el 
postoperatorio. Por último, no hubo diferencia estadísticamente significativa 
entre los niveles obtenidos en el postoperatorio temprano y tardío. Tratando estos 
últimos por separado, tampoco se les encontró relación estadística con ninguna 
variable de evolución clínica. 
 
4.4 Detección y cuantificación de GAPDH ARNm en plasma 
4.4.1 Detección y cuantificación de GAPDH ARNm en las muestras 
preoperatorias de plasma 
 
En la Tabla VIII  y en los anexos III y IV se recogen los resultados de la 
detección y cuantificación de GAPDH ARNm en las muestras de plasma de 









  PLASMAS PRE‐Qx (fg/ml; n = 47) 
PLASMAS POST-Qx (fg/ml) 
Temprano 











: 132,986 ± 117,870 
Me:  157,76 
(n  = 23)   SG 
 
: 10441,300 ± 3135,120 
Me:  44,000 
 
: 955,754 ±2978,953 
Me:  29,000 
(n=17) 
 
: 80,608 ± 109,109 
Me:  80,608 
(n=6) 
(n = 23)    G 
 
:469,025 ± 657,478 
Me:  93,500 
 
: 773,054 ± 2001,585 
Me:  82,250 
(n=1) 
 
: 140,342 ± 133,983 
Me:  123,920 
(n=1) 
(n = 2)    HF 
 







sanos (n = 27) 
 





Tabla VIII. Niveles plasmáticos de GAPDH ARNm en pacientes con cáncer y voluntarios sanos. Los 
datos se expresan en media (
 
X ) ± d.e y mediana (Me). PRE-Qx: preoperatorio; POST-Qx: 
postoperatorio. SG: supraglotis; G: glotis; HF: hipofaringe. 
 
Los niveles plasmáticos de GAPDH ARNm fueron significativamente 
superiores en pacientes con cáncer que en voluntarios sanos (p = 0,001). 
No se encontró asociación estadísticamente significativa entre los niveles 
preoperatorios de GAPDH ARNm plasmático y el grado tumoral T, N ó estadio 
tumoral, ni analizando cada estadio por separado, ni agrupándolos. Tampoco se 
encontró relación con la localización del tumor, la aparición de recidiva local y/o 
regional, de metástasis a distancia o de una segunda neoplasia en el curso de la 
enfermedad.  
 
4.4.2 Detección y cuantificación de GAPDH ARNm en las muestras 
postoperatorias de plasma 
 
En la cohorte de pacientes en los que se analizó el GAPDH ARNm 
plasmático en el periodo postoperatorio medio (entre 28 y 49 días), se encontró 
una correlación positiva estadísticamente significativa entre los niveles pre y 
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postoperatorios (r = 0,806, p < 0,001).  En general, no hubo diferencias 
estadísticamente significativas entre los niveles pre y postoperatorios de GAPDH 
ARNm plasmático. Sin embargo, seleccionando sólo aquellos pacientes en los 
que en la intervención quirúrgica se realizó una cordectomía láser (n = 9), el 
incremento de estos niveles en el postoperatorio sí fue estadísticamente 
significativo (392,1 ± 670,4 vs. 1348,7 ± 2685,3; p = 0,02). 
 
No se encontró asociación estadística entre los niveles postoperatorios de 
GAPDH ARNm y el desarrollo posterior de recidiva local y/o regional, o 
metástasis a distancia.  
 
Tampoco se encontró asociación estadística entre estas variables clínicas y 
el cambio sufrido en los niveles plasmáticos de GAPDH ARNm entre el  pre y el 
postoperatorio.   
 
Por último, no hubo diferencia estadísticamente significativa entre los 
niveles obtenidos en el postoperatorio medio y tardío. Tratando estos últimos por 
separado, tampoco se les encontró relación estadística con ninguna variable de 
evolución clínica. 
 
4.5  Cuantificación de ADN en plasma 
 
En una cohorte de 19 pacientes con cáncer se realizaron determinaciones 
de ADN en las muestras de plasma preoperatorias y postoperatorias. En la Tabla 








Tabla IX. Niveles plasmáticos de ADN en pacientes con cáncer. Los datos se expresan en media ± d.e. 
PRE-Qx: preoperatorio; POST-Qx: postoperatorio. SG: supraglotis; G: glotis; HF: hipofaringe. 
 
Los niveles pre y postoperatorios mostraron una correlación positiva 
estadísticamente significativa (r = 0,705, p = 0,001). En general, los niveles 
encontrados en el postoperatorio fueron superiores a los del preoperatorio, pero 
esta diferencia sólo fue estadísticamente significativa cuando se compararon las 
concentraciones en plasma de la muestra preoperatoria con aquellas muestras 
extraidas en el postoperatorio tardío (entre 58 y 223 días; p = 0,02). 
 
Los niveles de ADN plasmático en el postoperatorio medio tuvieron una 
relación con el desarrollo posterior de recidiva y de metástasis cercana a la 
significación estadística (p = 0,056 en ambos casos). Por lo demás, no se 
encontró relación estadísticamente significativa entre los niveles de ADN 
plasmático (ni pre ni postoperatorio) con ninguna variable clínica, ni en el 
momento del diagnóstico ni durante el seguimiento posterior. 
 
 
*p=0,02 PLASMAS PRE-Q (µg/ml; media ± d.e.n = 19)  
PLASMAS POST-Qx  (µg/ml) 
Temprano 
(n = 9) 
Tardío 
(n = 10) 
Total pacientes 
: 50,30 ±17,23* 
Me:  54,70 
 




: 61,50 ± 15,90* 
Me:  61,90 
(n=3) 
(n  = 9)   SG 
: 48,06 ± 15,30 
Me:  52,00 
 




: 52,65 ± 16,01 
Me:  61,57 
(n=6) 
(n = 9)    G 
: 55,90 ± 17,42 
Me:  56,30 
 
: 70,49 ± 8,20 
Me:  70,49 
(n=1) 
 
:  67,92 ± 14,99 
Me:  72,08 
(n=1) 
(n = 2)    HF 
 
: 38,00 ± 27,29 
Me: 38,00 
: 32,60 : 49,50 
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4.6  Análisis estadístico específico para la supervivencia 
 
Dado que la detección de hTERT ARNm fue negativa en un alto número 
de muestras de plasma, se decidió escoger como índice a relacionar con la 
supervivencia no la concentración absoluta, sino la frecuencia de detección 
(sí/no) de hTERT ARNm en el plasma.  
 
Empleando la prueba  “Log-Rank (Mantel-Cox)” se comprobó que la 
detección de hTERT ARNm en la muestra de plasma preoperatoria en los 
pacientes con cáncer no tenía relación estadísticamente significativa con la 
supervivencia. Tampoco se encontró asociación estadísticamente significativa 
con la supervivencia la detección de hTERT ARNm en las muestras de plasma 
obtenidas en el postoperatorio medio (entre 28 y 49 días). Por el contrario, sí se 
demostró una relación estadísticamente significativa, con disminución de la 
supervivencia, la detección de hTERT ARNm en el plasma de los pacientes en 
los que se había extraido la muestra de plasma en el periodo postoperatorio tardío 
(entre 58 y 223 días)(p = 0,002)(Fig. 28), así como la detección de hTERT 
ARNm en el plasma postoperatorio  de todos los pacientes con cáncer, 
independientemente del momento en que se había extraido la muestra de plasma 















Fig. 28. Curva de supervivencia de los pacientes con cáncer en los que se detectó hTERT ARNm, y cuya 
muestra de plasma fue extraída en el periodo postoperatorio tardío (entre 58 y 223 días). 
 
 
 Fig. 29. Curva de supervivencia de los pacientes con cáncer, en los que se detectó hTERT ARNm en la 





















































Fig. 30. Tiempo (en días), para cada paciente, entre la muestra de plasma preoperatoria y la muestra de 
plasma postoperatoria. 
 
Respecto a los niveles de GAPDH ARNm plasmático, se categorizó 
estableciendo un umbral, que coincidió con el valor de la mediana. En el caso de 
la muestra de plasma preoperatoria este valor fue de 70,7  fg/ml y en la muestra 
postoperatoria de 56,5 fg/ml. De acuerdo a estas categorías, y aplicando la prueba 
“Log Rank (Mantel-Cox)” no se encontró relación estadísticamente significativa 
entre la concentración de GAPDH ARNm de estas muestras y la supervivencia. 
Tampoco se encontró relación entre los niveles de ADN plasmáticos y la 
supervivencia, estableciendo el umbral en la mediana, que en este caso fue de 





























5.1 Técnicas elegidas para el estudio de los ácidos nucleicos plasmáticos 
en el cáncer de laringe e hipofaringe 
5.1.1 Técnicas para la detección y cuantificación de ARN circulante 
total y tumoral 
 
Aunque el ARN es detectable en plasma y suero, y se desconoce su 
estabilidad en este medio, se considera más lábil que el ADN, especialmente por 
la presencia de ribonucleasas en la sangre (175). El efecto de las ARNasas en 
este medio puede ser demostrado por un experimento de labilidad de ARN libre, 
que mostró que más del 99% de este añadido a la muestra era degradado después 
de 15 segundos de incubación. Esta labilidad contrasta con la estabilidad real del 
ARN en plasma o suero, lo que sugiere que este está protegido mediante algún 
mecanismo (102). Por otro lado se desconoce si diferentes especies de ARNm en 
el plasma o suero tienen diferente estabilidad.  
 
En general, para la detección de CNA es imprescindible el control de la 
fase pre-analítica; es decir, el control de los diferentes factores existentes entre la 
toma de la muestra y el análisis de los CNA: anticoagulante empleado, tiempo y 
temperatura de conservación, número de centrifugaciones, etc. (176-182). Estos 
factores pueden influir de manera decisiva sobre la calidad y precisión de los 
datos, aunque en los últimos años se han realizado progresos para una mejor 
definición de los factores que influyen en el proceso y almacenamiento de la 
muestra (183-185) .  
 
Para optimizar los resultados, algunos autores han realizado algunas 
recomendaciones cuando se trabaja con ARN, como prestar atención extrema a 
cada paso del procesamiento del material,  y a la manipulación e interpretación 
de los datos. Además se propugna comprobar la calidad del ARN obtenido antes 
de usarlo sobre el gel de agarosa para electroforesis, y alicuotar las muestras para 
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reducir la degradación al máximo, comprobar la precisión de los instrumentos del 
laboratorio, usar en el análisis de resultados las pruebas estadísticas no 
paramétricas mejor que paramétricas (ej. Mann-Whitney), y repetir al menos 3 
veces las pruebas para cada condición (186).   
 
Teóricamente, para mantener la integridad del ARN, el tiempo y los pasos 
entre la venopunción y la extracción del ARN debe reducirse al mínimo (102). 
En el presente estudio, desde la extracción de las muestras y la centrifugación no 
pasaron más de 4 horas, el aislamiento del plasma se realizó tras dos 
centrifugaciones, y la conservación hasta la extracción del ARN o la 
cuantificación del ADN se realizó a -80ºC.  
 
Se ha debatido mucho sobre la idoneidad bien del plasma o del suero para 
el estudio de los CNA (66, 177). En el presente estudio empleamos plasma, 
basándonos en la experiencia previa de nuestro grupo (69, 70, 79), y en estudios 
de otros autores como el de Thijssen et al. (2002), en el que se realizó una 
comparación cuantitativa de muestras pareadas de ADN plasmático y sérico en 
pacientes con metástasis hepáticas de cáncer colorrectal. Los niveles de ADN en 
plasma y suero no estaban correlacionados. Además, mientras que el ADN sérico 
estaba significativamente asociado con la presencia de metástasis, sólo el ADN 
plasmático fue predictivo de recurrencia. En la mayoría de los pacientes, las 
cantidades de ADN sérico fueron mayores que en plasma. Se concluyó que el 
ADN sérico podría representar un proceso tumoral indirecto, mientras que el 
ADN plasmático refleja mejor los niveles in vivo del ADN circulante (66).  
 
A lo largo de las últimas décadas, se han descrito diferentes métodos para 
la detección y cuantificación de CNA: radioinmunoensayo (35, 187), PCR 
competitiva (61), PCR cuantitativa en tiempo real (66), PCR digital (188), 
fluorimetría (66), espectrofotometría (88) ó comparación visual con estándares 
conocidos (84).  
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Los primitivos métodos como el RIA podían detectar ADN sólo en el 
rango de ng (35).  La baja concentración de los extractos de cfADN hace 
problemática la cuantificación del sustrato usando otros métodos como 
espectroscopia ultravioleta o la espectroscopia de fluorescencia (62).  
 
Las tecnologías basadas en PCR pueden amplificar copias de ADN para 
detectar y cuantificar cantidades extremadamente pequeñas de ácidos nucleicos, 
en el rango de picogramos o incluso fentogramos, siendo una herramienta útil en 
oncología (40). Actualmente están disponibles muchas metodologías para el 
análisis de las alteraciones genómicas, tales como la mencionada PCR digital, y 
la basada en el uso de sondas que bloquean las secuencias no mutadas, 
permitiendo detectar y amplificar exclusivamente las mutadas (por ejemplo, 
sondas PNA que son particularmente apropiadas para el análisis de mutaciones 
en el cfADN)  (67, 70, 79).  
 
En el presente estudio, tras la retrotranscripción del ARN, se empleó una 
técnica de PCR cuantitativa en tiempo real con sondas Taqman, descrita en 
estudios anteriores (105). El desarrollo de esta tecnología ha hecho posible una 
cuantificación fiable, monitorizando toda la reacción PCR mediante la detección 
de fluorescencia, al permitir la medida del comienzo de la fase exponencial de 
amplificación (189). Esta técnica fue relativamente sencilla de reproducir, y 
realizando ajustes para un rendimiento óptimo, conseguimos detectar hasta 
0,0003 fg/ml de plasma. Dado que los autores que la desarrollaron no expresaron 
sus resultados en valores absolutos de concentración, sino normalizados frente a 
las concentraciones de GAPDH, no podemos valorar si el límite de sensibilidad 
obtenido en el presente estudio fue mayor o menor. Tampoco podemos 
determinar si la especificidad de nuestra técnica (cuyo resultado fue siempre 
negativo en el plasma de voluntario sanos) fue la misma o mayor que la obtenida 
por Li et al., ya que sus resultados en voluntarios sanos se muestran en el artículo 
de forma confusa (105). 
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Es cierto que, dado el bajo número de copias de cfADN diana, la PCR 
cuantitativa puede dar resultados muy variables (178, 190), y así ha ocurrido en 
nuestro estudio. Pero esto resulta inevitable en esta técnica, ya que existe un 
componte de azar en las hibridaciones que han de producirse, cuando se trata de 
una secuencia en tan escasísima cantidad. Es de esperar que la validación de 
nuevas técnicas, como la PCR digital, pueda mejorar este aspecto. 
 
En definitiva, en todas las muestras de plasma del presente estudio se pudo 
detectar GAPDH ARNm (un gen de expresión constitutiva), siendo además 
positivas todas las réplicas de cada paciente. En un caso no ocurrió así, en una 
muestra postoperatoria de plasma, y se descartó por error técnico. En las 
restantes 97 muestras de plasma la detección fue correcta, por lo que podemos 
deducir que la técnica empleada (incluyendo los kits utilizados) fue adecuada y 
correcta. 
 
5.1.2 Fluorimetría para la detección de ADN total 
 
Los métodos actuales de cuantificación de cfADN, mediante PCR 
cuantitativa en tiempo real, implican la purificación del ADN con la posterior 
cuantificación absoluta de secuencias de éste. Se ha intentado buscar técnicas que 
disminuyan el tiempo necesario para su realización y la necesidad de disponer de 
un alto volumen de muestra, que estandarizen el proceso o que eviten problemas 
como el uso de inhibidores en el proceso de extracción, riesgo de contaminación, 
etc. (47). 
 
Las técnicas de fluorimetría eliminan la compleja fase de extracción, y el 
ADN es fácilmente medible directamente en las muestras diluidas (191). Con 
esta técnica se pueden realizar distintos procedimientos para determinar las 
concentraciones medias de ADN ó ARN presentes en una mezcla, así como su 
pureza: cuantificación directa y cuantificación indirecta a través de una señal 
intermedia (generalmente un fluoróforo o una molécula colorimétrica).  
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Mediante la fluorimetría, los ácidos nucleicos se pueden estudiar 
valorando la absorbancia ultravioleta de la muestra a 260 nm sobre un 
espectrofotómetro. Así se pueden cuantificar directamente, convirtiendo la 
absorbancia en concentración (mediante la ley de Beer-Lampert), o por ensayos 
de fluorescencia ultravioleta. De este modo la fluorimetría es fácil de preparar y 
realizar, se obtienen resultados inmediatos, tiene poca variación entre muestras y 
no se requieren otros reactivos. 
 
Sin embargo esta técnica presenta algunas dificultades: su  sensibilidad es 
limitada, y se requieren microplacas o cubetas transparentes a la luz UV, que 
pueden ser muy caras.  Además la fluorimetría no es muy específica, haciendo 
que sustancias contenidas en la muestra como nucleótidos, cualquier ADN 
bacteriano o fúngico, y ADN monocatenario, sean indistinguibles del ADN 
humano a estudiar, haciendo las cuantificaciones erróneamente elevadas.    
 
En el presente trabajo hemos comprobado la rapidez y facilidad del 
método, que no nos ha ofrecido problemas técnicos en ninguna de las muestras 
analizadas.       
 
5.2 Expresión de GAPDH y hTERT para la cuantificación del ARNm 
 
Como ya se ha señalado previamente, la subunidad hTERT es detectable 
en las células tumorales pero no en la mayoría de las células normales, y se 
considera determinante en la tasa de expresión de la telomerasa (105). 
 
En nuestro estudio, en una cohorte de 30 pacientes con cáncer, se 
analizaron 30 muestras de tejido tumoral y 18 muestras de tejidos adyacentes de 
aspecto macroscópico normal y distantes más de 2 cm. del tumor. El hecho de 
que se obtuviera amplificación de hTERT ARNm en todas las muestras de tumor, 
sugiere que la expresión de hTERT ARNm es una constante en el cáncer de 
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laringe e hipofaringe.  Además se  obtuvo amplificación de las 3 réplicas 
realizadas en 24 muestras (80,0 %).  
 
Nuestros resultados coinciden con los de otros autores, que también 
encontraron altos niveles de telomerasa en muestras de tumor procedentes de 
distintas localizaciones de cabeza y cuello, incluido el cáncer de laringe. Se han 
descrito porcentajes de positividad del 80% al 87,5% (125, 192, 193). 
Igualmente, Hohaus et al. (1996) estudiando la expresión de telomerasa en 36 
muestras de cáncer de laringe, encontraron actividad telomerasa en el 89% de los 
casos (166) y Luzar et al. (2001) detectaron la expresión de hTERT ARNm en el 
80% de un grupo de 30 muestras de cáncer de laringe (171). Li et al. (2005) en 
34 pacientes con cáncer de laringe, detectaron actividad hTERT positiva en el  
97,05% de las muestras de tumor (105).   
 
Resultados similares se han obtenido en muestras de tumores malignos 
procedentes de otros órganos. Buchler et al. (2001) detectaron 23,9 veces más 
actividad hTERT ARNm en el carcinoma de páncreas que en tejidos pancreáticos 
normales (194). Lehner et al. (2002) encontraron en el adenocarcinoma de 
endometrio niveles de expresión de hTERT ARNm significativamente más altos 
que en el endometrio (195). Hu et al. (2004) analizaron muestras de tejido 
tumoral gástrico de 35 pacientes y detectaron  hTERT ARNm en el 100% de las 
muestras de tumor (128). Terrin et al. (2008) en el cáncer colorectal estudiaron la 
expresión hTERT ARNm y encontraron una actividad fuertemente positiva en 
los tumores (196). 
 
Como se ha descrito previamente, del grupo de 30 pacientes intervenidos 
de cáncer  también se obtuvieron 18 muestras de tejidos adyacentes al tumor y 
con aspecto macroscópico normal aunque sin confirmación histopatológica de 
normalidad. Se pudo amplificar hTERT ARNm en 13 muestras de las 18 
(72,2%).  
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Estos resultados coinciden en esencia con las publicaciones de otros 
autores que, en estudios relacionados con el cáncer de cabeza y cuello, han 
descrito la detección de actividad  telomerasa en muestras de tejido no tumoral. 
Patel et al. (1999) en 42 pacientes con sospecha de  lesión maligna en el área de 
cabeza y cuello, detectaron actividad telomerasa en el 100% de las lesiones 
premalignas y en el 74% de las muestras de tejido histológicamente normal 
adyacente al tumor (192). También Luzar et al. (2001) en 30 muestras de tumor 
de laringe, detectaron actividad telomerasa en el 33% de los tejidos laríngeos 
cubiertos por epitelio normal o relativamente hiperplásico en la vecindad del 
tumor, sugiriendo que podría estar originado en las stem cells presentes en el 
epitelio (171).    Resultados parecidos obtuvieron en un estudio sobre 106 
muestras de tejido  laríngeo (170).  Li et al. (2005)  en 34  pacientes con cáncer 
de laringe, detectaron actividad hTERT positiva en el 38,23% de las muestras de 
mucosa normal (105).  
 
La expresión de telomerasa  en muestras de tejidos de apariencia  normal 
también ha sido descrita en otros tipos de cáncer, como de cavidad oral (150), 
esófago (197), colorectal (198),  o gástrico (128). 
 
En el caso del cáncer  laringe y faringe, se ha sugerido  que la exposición 
crónica a los carcinogénos típicos (tabaco y alcohol fundamentalmente), 
produciría cambios genéticos y bioquímicos, incluso aunque estas células no sean 
histopatológicamente malignas. Este proceso de daño tisular en la vía 
aerodigestiva superior, denominado “cancerificación del campo” (field 
cancerification en la literatura anglosajona) (199) incrementa el riesgo de 
aparición de multiples focos premalignos, focos  malignos independientes, y a 
largo plazo tumores metacrónicos. Se considera que la posibilidad de progresión 
hasta un carcinoma invasivo,  desde hiperplasia de células escamosas o de células 
basales/parabasales, en los siguientes 10 años al diagnóstico es baja  (entre 0,9% 
y 1%). Sin embargo el riesgo aumenta considerablemente en el caso de 
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hiperplasia atípica (10%), y  puede ser máximo (90%) en el carcinoma 
intraepitelial (172, 200-202).  
 
Algunos autores han sugerido que la presencia de inhibidores de la 
polimerasa Taq , documentada por Kyo et al. (1997) (203), podría explicar una 
eventual ausencia de detección (192). También existe la posibilidad de que la 
génesis tumoral se produzca mediante otra vía diferente de la expresión de 
hTERT, como ya han propuesto algunos autores (105). De hecho, se han 
reportado tasas relativamente altas de tumores negativos a hTERT ARNm. Por 
ejemplo Luzar et al. (2001) no lo detectaron  en el 20% de las muestras de tumor, 
sugiriendo estos autores  que la telomerasa no es esencial para el mantenimiento 
del fenotipo maligno en todos los carcinomas escamosos de laringe. 
Comprobaron además que la expresión de hTERT era diferente en distintas zonas 
del tumor, sugiriendo que en el carcinoma escamoso de laringe podrían existir 
poblaciones celulares heterogéneas, y posiblemente la expresión hTERT 
aportaría cierta ventaja a determinados clones celulares (171). Aunque se han 
descrito mecanismos alternativos para el alargamiento de los telómeros, tales 
como la recombinación,  su papel en la carcinogénesis humana no han sido 
suficientemente explorado (204). También existe una última posibilidad de 
subexpresión de hTERT en ciertos estadios de la progresión tumoral.  
 
Como conclusión se puede afirmar que, como ocurre en la mayoría de 
neoplasias malignas, es posible detectar actividad telomerasa en las muestras de 
tumor en el cáncer de laringe e hipofaringe, aunque también en un alto porcentaje 
de  muestras de tejidos de la via aerodigestiva superior, adyacentes al tumor y 
con aspecto macroscópico normal. Posiblemente las agresiones producidas por 
los cancerígenos típicos sean responsables de un daño tisular, que puede ser 
detectado mediante la cuantificación de hTERT ARNm.  
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A partir de estos resultados, dado que la presencia de carcinoma escamoso 
en la laringe e hipofaringe se correlacionaba con la sobreexpresión de hTERT 
ARNm, se investigó la presencia de hTERT en el plasma de los pacientes.  
 
5.3 Utilidad de los ácidos nucleicos circulantes para el diagnóstico y 
estadificación de los tumores de laringe e hipofaringe 
5.3.1 Utilidad de la cuantificación de los genes sobreexpresados en 
tumores 
 
A pesar del gran número de publicaciones explotando las técnicas basadas 
en PCR, para encontrar aberraciones de ADN específicas en el suero de pacientes 
con cáncer, su aplicación clínica permanece oscura. Aunque los resultados han 
sido prometedores, se ha demostrado que las técnicas basadas en el ADN tienen 
algunas limitaciones, como su baja sensibilidad debido a la escasez de 
mutaciones, y su baja especificidad debido a las características comunes 
compartidas por los diferentes tipos de cáncer y a la complejidad de la detección  
de las aberraciones genéticas (205, 206).  
 
La actividad telomerasa es el marcador molecular más general para 
identificar un cáncer humano desde estadios tempranos, y por ello la mayor parte 
de los autores identifican el hTERT ARNm detectado en plasma como ARN 
procedente de células tumorales (42, 105). Sin embargo, el hTERT ARNm posee 
variantes de ensamblaje en los métodos RT-PCR, y algunas de estas variantes se 
expresan en células que no tienen actividad telomerasa (207). Así, se ha 
recomendado que en el análisis de la expresión hTERT ARNm se usen cebadores 
(primers) diseñados para distinguir las formas activas de estas variantes de 




Respecto al cáncer de laringe e hipofaringe, y de cabeza y cuello en 
general, aunque la reactivación de la telomerasa ha sido confirmada por varios 
autores, sugiriendo la utilidad clínica de la detección de hTERT ARNm en 
plasma (105), su relevancia clínica y pronóstica ha sido variable, posiblemente 
debido a los diferentes ensayos de telomerasa realizados por cada grupo.  
 
En nuestro estudio, y usando una técnica de RT-PCR cuantitativa de 
fluorescencia en tiempo real, se detectó, y en su caso se cuantificó, el gen hTERT 
ARNm en el plasma de los pacientes con cáncer. Además se evaluó el gen 
GAPDH como control interno. Las mismas determinaciones se realizaron en las 
muestras de plasma del grupo control, sin antecedentes ni enfermedad oncológica 
conocida. 
 
El análisis estadístico demostró que la frecuencia de detección de hTERT 
ARNm en la muestra de plasma preoperatoria en los pacientes con cáncer era 
superior al grupo control de forma significativa (p= 0,01), por lo que se le puede 
atribuir valor diagnóstico. Se detectó telomerasa en el 22%  pacientes con cáncer. 
 
Otros autores han obtenido resultados similares en la detección de 
telomerasa en el cáncer de laringe, como Li et al. (2005), cuyos resultados 
cuantitativos mostraron que los niveles de hTERT ARNm estaban 
significativamente elevados en el plasma de pacientes con cáncer respecto a 
controles sanos (105).   
 
También ha sido posible detectar hTERT ARNm en el plasma o suero de 
pacientes con tumores malignos de otra localización. Por ejemplo Chen et al. 
(2000) estudiando 18 pacientes con cáncer de mama, detectaron hTERT ARNm 
en el 25% de 16 muestras de suero, pero no en controles sanos o en 2 pacientes 
con patología mamaria benigna (101). Pelosi et al. (2006) estudiaron 34 
pacientes con cáncer de pulmón y detectaron esta molécula en el 12% de los 
casos (208). Leelawat et al. (2006) estudiaron el suero de 33 pacientes con 
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colangiocarcinoma, y detectaron hTERT ARNm en 28 (84,8%), pero también en 
9 de 41 (21,9%) muestras de suero obtenidas de pacientes con patología benigna 
del tracto biliar, sugiriendo los autores la contaminación de la muestra por 
linfocitos (209). Miura et al. (2006) analizando el suero de 112 pacientes con 
distintos tumores pulmonares, encontraron que el número de copias de hTERT 
ARNm era significativamente más alto en pacientes con cáncer de pulmón que 
en los contoles sanos, sugiriendo que el ARN del suero procedía de tejido 
tumoral de pulmón (210). Tani et al. (2007) estudiaron los niveles en plasma de 
hTERT ARNm en 52 pacientes intervenidos de carcinoma gástrico, y detectaron 
esta molécula en el 8% de las muestras de plasma preoperatorias (211). Miura  et 
al. (2008) en pacientes con cáncer de pulmón encontraron un número de copias 
de hTERT ARNm significativamente más alto que en los controles sanos (212). 
También Miura et al. (2008), en 64 pacientes con cáncer hepático, encontraron 
unos valores de hTERT ARNm más altos que en pacientes con enfermedad 
hepática crónica (212). Similares resultados obtuvieron Terrin et al. (2008) 
estudiando el plasma de pacientes con cáncer colorectal (196) y Miura et al. 
(2008) en cáncer ginecológico (212). Igualmente Cherneva et al. (2010)  
analizaron la detección de hTERT ARNm en el plasma de 45 pacientes con 
cáncer no de células pequeñas de pulmón, y encontraron expresión de esta 
molécula en el 88%  de los casos (206).  
 
Como se ha descrito anteriormente,  en nuestro estudio para la detección 
de hTERT ARNm en el plasma de los pacientes con cáncer de laringe e 
hipofaringe se obtuvo una sensibilidad de 22,4 %, una especificidad del 100% , 
con un índice de validez de 49,3%, un valor predictivo positivo de 100 % y un 
valor predictivo negativo de 40,6%.  
 
Sin embargo, en nuestro trabajo  se obtuvieron  unos valores de 
sensibilidad de hTERT ARNm plasmático  inferiores a la mayoría de trabajos 
publicados sobre otros tumores malignos. Por ejemplo Lledó et al. (2004) en 
pacientes con cáncer colorectal encontraron para el hTERT ARNm en plasma 
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una sensibilidad del 98% y una especificidad del 64% (97). Miura et al. en 
distintos grupos de pacientes con cáncer pulmonar,  ginecológico (ovario y útero) 
y hepático, pudieron detectar hTERT ARNm respecto a los controles sanos, lo 
que confirió a esta técnica una sensibilidad de entre 74%  y 89% y una 
especificidad entre 70% y 74% (210, 212). March-Villalba et al. (2012), lograron  
una sensibilidad del 85% y una especificidad del 90%, un valor predictivo 
positivo de 83% y un valor predictivo negativo del 92% para hTERT mRNA en 
el cáncer de próstata, lo que mejoraba en mucho a la detección con el 
biomarcador PSA (213). Igualmente Agassi et al. (2015), en los estadios iniciales 
del cáncer de mama hallaron una sensibilidad del 72% y una especificidad del 
75% (191).   
 
Como se puede observar, en nuestro trabajo encontramos una sensibilidad 
para la detección de hTERT en el plasma de los pacientes con cáncer muy 
inferior respecto a las publicadas por otros autores. Posiblemente esto sea en 
parte debido a que, en la mayoría de las publicaciones descritas, para calcular la 
sensibilidad y especificidad de hTERT ARNm se tomó un nivel de corte en las 
concentraciones de esta sustancia en plasma o suero. En nuestro caso, y dada la 
gran dispersión obtenida en las concentraciones, para calcular el valor 
diagnóstico de hTERT ARNm en el plasma no se tomaron las concentraciones 
plasmáticas absolutas, sino la frecuencia de detección de hTERT ARNm. Las 
discrepancias encontradas en las distintas publicaciones sobre la estimación de 
hTERT ARNm también pueden reflejar distintas condiciones biológicas 
(histología, origen, estadio o tamaño tumoral), técnicas (procesamiento de las 
muestras, aislamiento de genes), o tamaño de las muestras de pacientes.  
 
En nuestro trabajo no se encontró relación estadísticamente significativa 
entre la detección de hTERT ARNm  en el plasma de los pacientes con cáncer y 
la presencia de neoplasia maligna previa, el grado T y N, o la aparición de un 
segundo tumor maligno en el periodo de seguimiento. Sin embargo la detección 
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de hTERT ARNm en plasma preoperatorio fue significativamente más frecuente 
en los tumores supraglóticos que en los glóticos (p = 0,02).  
 
También se estudió la relación entre la concentración de hTERT ARNm 
en las muestras preoperatorias de plasma [preQ-hTERT] y los parámetros 
anatomoclínicos. El análisis estadístico no encontró relación entre la [preQ-
hTERT] y los antecedentes de neoplasia maligna previa, grado tumoral T y N, o 
la aparición de un segundo tumor en el periodo de seguimiento. Por el contrario 
se encontraron niveles más elevados en el caso de tumores supraglóticos, con un 
relación estadística próxima a la significación (0,055). Por tanto, podemos decir 
que la detección de hTERT ARNm en el plasma de los pacientes con cáncer de 
laringe e hipofaringe puede servir como herramienta clínica complementaria para 
el diagnóstico del proceso canceroso, pero no para su estadificación.  
 
Esta ausencia de correlación entre los niveles de hTERT y parámetros 
anatomoclínicos en el cáncer de cabeza y cuello, ya ha sido descrita por otros 
autores. En su trabajo Li et al. (2005) no encontraron correlación significativa 
entre la sobreexpresión de  hTERT ARNm en plasma y parámetros patológicos 
como el grado tumoral T ó N (105).  
 
Similar ausencia de correlación también ha sido descrita en otros tumores 
malignos. Lledó et al. (2004) en 50 pacientes intervenidos de cáncer colorectal 
no encontraron relación significativa entre los niveles séricos de hTERT y 
parámetros anatomoclínicos como sexo, edad, estadio o presencia de metástasis 
(97). Tampoco Leelawat et al. (2006), en su trabajo sobre el colangiocarcinoma, 
encontraron relación entre estos niveles en suero y tamaño tumoral, estadio o 
presencia de metástasis en ganglios linfáticos, concluyendo que no predicen el 
pronóstico de este tumor (209). Igualmente Tani et al. (2007), en el cáncer 
gástrico, tampoco encontraron asociación significativa entre la determinación de 
actividad telomerasa y varios factores clínicopatológicos como edad, sexo, 
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tamaño tumoral, tipo histológico, profundidad de invasión, metástasis linfática o 
estadio tumoral (211).    
 
Sin embargo en otras publicaciones sí se encuentra una relación 
significativa entre los niveles de hTERT y distintos parámetros anatomoclínicos. 
Miura et al. (2006), en el cáncer de pulmón, encontraron una relación 
significativa entre el número de copias de hTERT ARNm obtenidas en el suero, 
y hábito tabáquico, tamaño tumoral, y número de tumores (210). Igualmente, en 
el cáncer hepático, Miura et al. (2008) encontraron que la expresión de hTERT 
ARNm se relacionaba con parámetros como tamaño y número tumoral y grado 
de diferenciación (212), y en el cáncer de pulmón encontraron que la expresión 
de hTERT en el suero preoperatorio estaba significativamente asociada a 
tabaquismo y tamaño tumoral (212). Terrin et al. (2008) en pacientes con cáncer 
colorectal, encontraron que los niveles de hTERT ARNm fueron 
significativamente más bajos en pacientes con estadios I y II que con estadios III 
y IV (196). Miura et al. (2008) estudiaron 176 pacientes con distintas patologías 
ginecológicas, que incluían 47 con cáncer de ovario y 63 con cáncer uterino, y el 
número de copias de hTERT ARNm se correlacionó significativamente con el 
estadio tumoral (212). March-Villalba et al. (2012) en el cáncer de próstata 
demostraron que el hTERT ARNm en plasma discrimina entre enfermedad 
localizada y localmente avanzada, se relaciona con el estadio tumoral, invasión 
vascular y perineural (213).   
 
En el presente estudio, en los pacientes con cáncer de laringe e hipofaringe 
se encontró relación estadísticamente significativa entre la detección de hTERT 
ARNm en la muestra de plasma preoperatoria y el desarrollo posterior de 
recidiva local y/o regional (p=0,02), y aunque no se encontró relación con el 
desarrollo de metástasis a distancia, esta estaba próxima a la significación  
estadística (p= 0,06). Por otro lado se encontró relación estadísticamente 
sígnificativa entre la [preQ-hTERT] y el desarrollo posterior de recidiva local y/o 
regional (p= 0,046), y de metástasis a distancia (p=0,047). 
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También en otros tumores se ha descrito esta relación con indicadores de 
mal pronóstico. Hiyama et al. (1995) en el neuroblastoma metastásico 
encontraron peor pronóstico en aquellos pacientes con más altos niveles de 
telomerasa (153). Miura et al. (2006), en el cáncer de pulmón, encontraron una 
relación significativa entre el número de copias de hTERT ARNm obtenidas en 
el suero, y presencia o ausencia de metástasis y recidivas (210), y Miura et al. 
(2008) en el cáncer de pulmón encontraron que la expresión de hTERT en el 
suero preoperatorio estaba significativamente asociada a la presencia de 
metástasis y recurrencia (212). March-Villalba et al. (2012) en el cáncer de 
próstata demostraron que el hTERT ARNm en plasma es un predictor de 
recurrencia (213).  
 
Resultados similares se han obtenido estudiando la detección de otros 
tipos de ARNm tumoral. Por ejemplo Honma et al. (2006) encontraron que la 
detección de ARNm del antígeno de células escamosas (SCC-Ag ARNm) 
mediante PCR era el mejor factor predictivo de recurrencia en pacientes con 
cáncer de esófago (214). 
 
De nuestro trabajo se puede concluir que el hTERT ARNm puede ser 
detectado y cuantificado en el plasma de los pacientes con cáncer de laringe e 
hipofaringe y considerarse una herramienta útil en al diagnóstico y seguimiento 
de esta enfermedad.  
 
5.3.2 Utilidad de la cuantificación de la expresión de los genes 
constitutivos 
 
La RT-PCR se ha convertido en un medio popular de valoración del nivel 
de expresión del ARNm, debido a su relativa sencillez técnica, sensibilidad, 
precisión y capacidad de amplificar la señal de ARNm. Sin embargo, como ha 
apuntado Bustin (2002), la facilidad y rapidez con la que se adquieren los datos 
en esta técnica, pueden crear fácilmente una falsa sensación de objetividad (215). 
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La cantidad de ARNm obtenido puede fluctuar, debido a factores como 
diferencias en la masa tisular, número de células obtenidas, tratamiento 
experimental de diferente eficiencia en la preparación del ARN o variaciones en 
los lotes de reactivos de PCR. 
 
Con el fin de estimar las diferencias en el contenido de un ARNm 
específico en las muestras es necesaria la medición simultánea de genes 
constitutivos, que valoran las diferencias de expresión de ARNm muestra a 
muestra, la calidad del ARN y la eficiencia de la transcriptasa inversa, 
amplificando el gen constitutivo como control. Para cada curva estándar se 
obtienen el número de copias del gen constitutivo y del gen diana 
respectivamente. En principio, la relación entre el número de copias de uno y 
otro representa el valor normalizado para cada muestra, y puede ser comparado 
con el de otras muestras (105, 128, 216-218).  
 
Los genes constitutivos o de referencia se llaman así porque su síntesis se 
produce en todos los tipos celulares nucleados, ya que son necesarios para la 
supervivencia celular (186). Son por tanto esenciales en los mecanismos 
regulatorios endógenos, y están implicados en procesos tan diversos  como 
metabolismo, homeostasis, estructura celular o transcripción génica (219). 
Diferentes genes constitutivos se han usado como referencia, incluyendo histona 
3.3, β-actina, β2-microglobulina, ciclooxigenasa 1, gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH),  ARN ribosomal 18S, abl, bcr, aldolasa, hipoxantina 
fosforibosil transferasa, porfobilinógeno deaminasa (PBGD), dihidrofolato 
reductasa (DHFR) o el receptor de transferrina (216, 218, 220). Dos de los genes 
más utilizados en los análisis de ácidos nucleicos son la GAPDH y β-actina.  
 
La elección de un gen de referencia apropiado es fundamental para los 
análisis cuantitativos de la expresión de ARNm en la técnica de RT-PCR. Las 
primeras comparaciones de los niveles de expresión génica se basaban en el 
supuesto de  que los genes constitutivos se expresarían de forma constante en 
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todos los tejidos de los organismos multicelulares y bajo diferentes condiciones 
experimentales (186, 218). Sin embargo diferentes estudios han demostrado 
invariablemente que sus niveles de expresión difieren dramáticamente entre 
tejidos (216), o en relación con variaciones en el  tratamiento  experimental (221-
226). Esto puede ser en parte explicado porque los genes constitutivos no sólo 
están implicados en  el metabolismo basal celular, sino en otras funciones (186).  
 
La GAPDH  es uno de los diez enzimas que participan en la glicolisis, y es 
clave en este proceso celular, catalizando la conversión de gliceraldehido-3-
fosfato en 1,3- bifosfosfoglicerato usando el  NAD+ como cofactor y fosfato 
inorgánico (227, 228). Bajo condiciones normales la GAPDH existe 
predominantemente como un homotetrámero, una conformación requerida para 
su actividad catalítica (229). La GAPDH está codificada por un único gen en el 
cromosoma humano XII, que da lugar a una única especie de ARNm sin 
variantes de ensamblaje conocidas (229). El ARNm que codifica la GAPDH se 
expresa universalmente (217).  
 
El GAPDH ARNm se ha usado frecuentemente como mera referencia y 
marcador citosólico para el análisis de otras moléculas (proteinas, ácidos 
nucleicos) y procesos considerados más interesantes (229). Sin embargo, tras 
diferentes publicaciones en los últimos años, la GAPDH está emergiendo como 
un componente clave en la función y regulación de muchos procesos celulares, 
independientes de su papel productor de energía en la glicolisis  (228-230).   
 
Es conocido que los niveles de expresión génica de  GAPDH pueden 
variar en respuesta a una variedad de estímulos, incluyendo el estrés oxidativo y 
la hipoxia, que pueden causar una sobreexpresión de GAPDH (231-234). Así, en 
condiciones normales la GAPDH se encuentra predominantemente en el 
citoplasma,  pero en respuesta al estrés puede experimentar una traslocación al 
núcleo celular. En el núcleo, la GAPDH es un componente clave para la división 
celular. Uniéndose a los ácidos nucleicos, la GAPDH está implicada en la 
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mediación de la exportación de ARN nuclear, protegiendo al ARNm de la 
degradación, a través de la interacción con los elementos ricos en AU, y en la 
reparación del ADN (229, 235). Se ha demostrado que diferentes tipos de ARN 
interactúan con la GAPDH tanto in vitro como en células intactas (236, 237). 
También se ha comprobado que la GAPDH se une directamente a los telómeros, 
y que protege a las células de un acortamiento telomérico desencadenado por el 
tratamiento con quimioterapia (238, 239). Igualmente los  agentes 
depleccionadores de GAPDH pueden tener un efecto citostático en las células 
cancerosas (240). Estos hallazgos sugieren que la GAPDH también regula la 
estabilidad cromosómica, incluyendo el mantenimiento de la homeostasis del 
telómero para facilitar la longevidad de la proliferación celular (229). Así, los 
niveles de GAPDH se encuentran típicamente elevados en células transformadas 
y células tumorales malignas  (241, 242), lo que se relaciona, al menos en parte, 
con la elevada actividad glicolítica y proliferación celular característica de las 
neoplasias (243). Además es conocido que muchos tumores desarrollan un estado 
de hipoxia debido a sus altos requerimientos energéticos y vascularización 
desorganizada, lo que podría provocar la sobreexpresión de GAPDH (229).   
 
Por otro lado se ha demostrado que la GAPDH induce la senescencia de 
las células cancerosas con inhibición significativa de la actividad telomerasa y 
acortamiento de la longitud de los telómeros (229). Así, se ha identificado un 
incremento de la expresión de GAPDH en células neuronales inmediatamente 
antes de su muerte celular programada (244-246). Además las células que 
experimentan apoptosis muestran elevados niveles de GAPDH en el núcleo (247, 
248). En definitiva la GAPDH puede regular, de forma positiva y negativa, la 
supervivencia y proliferación celulares (229).  
 
Diferentes autores han utilizado el GAPDH ARNm como control interno 
en la cuantificación de ARNm y ADN en distintos tipos de cáncer (103, 249). 
Zainuddin et al. (2010) indicaron que el nivel de expresion de GAPDH era 
estable con concentraciones totales de ARN en el rango 50-100 ng/µl (217).  
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Además, es frecuente en los distintos estudios sobre expresión génica que 
los resultados cuantitativos de ARNm se expresen de forma normalizada, es decir 
como una ratio del ARNm objeto de estudio respecto al GAPDH ARNm. Sin 
embargo, algunos autores han considerado que la GAPDH puede ser inapropiada 
como referencia interna debido a su variabilidad (215, 250). De hecho, existen 
diferencias significativas en los niveles de expresión de GAPDH ARNm entre los 
diferentes tejidos: por ejemplo se han encontrado niveles altos en corazón y 
cerebro, y relativamente bajos en otros órganos como el  páncreas (216, 251, 
252), en relación con distintas demandas energéticas. Por tanto la expresión de 
genes constitutivos sólo sería constante  para determinados tipos celulares y en 
condiciones experimentales precisas, y podría no ser útil para aplicaciones 
rutinarias en laboratorio (186). Además la demostración de concentraciones 
elevadas de GAPDH ARNm en pacientes con cáncer, tanto asociado como no 
asociado a partículas, indica la precaución a la hora de interpretar los valores de 
ARNm como una ratio. Por ello, algunos autores han sugerido que la 
normalización de los test de expresión génica de ARNm respecto a GAPDH 
como control interno, deben referirse a cada tipo de tejido en particular (216), y 
que hasta que se determine definitivamente el papel del ARNm, asociado o no 
partículas, se debe ser prudente al expresar las medidas de ARNm, expresándolo 
mejor como concentraciones absolutas (103). Una alternativa sería realizar la 
normalización sobre el ARN total. Esta actitud, que evitaría las controversias y la 
validación de los genes constitutivos, sin embargo no controla el error 
introducido por la retrotranscripción y otros pasos en la RT-PCR y además 
requiere cantidades significativas de ARN (250). De todo lo anterior se deduce 
que, como apuntan algunos autores, el problema de la normalización en las 
determinaciones de ARNm está todavía sin resolver (253). 
 
En el presente estudio la detección de GAPDH ARNm plasmático 
confirmó la correcta extracción y retrotranscripción, pero se descartó utilizar sus 
niveles para normalizar los de hTERT ARNm, ya que no hubo correlación alguna 
entre ambos. 
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Los niveles plasmáticos de GAPDH ARNm se analizaron por tanto de 
forma independiente, y se encontró que en los pacientes fue muy superior que en 
voluntarios sanos (p = 0,001).  
 
Diferentes publicaciones han descrito niveles elevados de GAPDH 
ARNm, tanto en muestras de tumor, como de carcinoma hepatocelular (254, 
255), riñon (256), pulmón (257), mama (258) o próstata (259), como en el 
plasma de pacientes con cáncer  hepático (103).   
 
Pero, los niveles de GAPDH ARNm en nuestro estudio, no se mostraron 
útiles para la estadificación tumoral ni para establecer el pronóstico. No se 
encontró relación estadísticamente significativa entre la [preQ- GAPDH] y el 
antecedente de neoplasia maligna previa, grados T y N, situación del tumor 
dentro de la via aerodigestiva superior, o la aparición de recidiva local y/o 
regional, metástasis a distancia, o una segunda neoplasia maligna en el periodo 
de seguimiento.  
 
De todo lo anterior se puede concluir que, hasta que no se dilucide  de 
forma precisa la distribución en el plasma de las especies de ARNm, en forma 
asociada o no asociada a partículas, se debe tener precaución a la hora de 
interpretar los resultados analíticos, expresándolos mejor como concentraciones 
absolutas en vez de concentraciones normalizadas.  Respecto al GAPDH ARNm, 
este no debe considerarse un mero control interno en el estudio de la expresión 
de otros genes, y aunque todavía está por determinar su papel último en la 
oncogénesis y su relación con otros marcadores tumorales tales como hTERT 






5.3.3 Utilidad de la cuantificación de ADN total 
 
Muchos laboratorios han evaluado y comparado diferentes métodos de 
extracción para aislamiento de cfADN en plasma, y han demostrado que la 
extracción puede diferir considerablemente en términos de eficiencia, 
dependiendo del método (182, 260-267). El cfADN es una molécula difícil de 
analizar debido su baja concentración en el plasma en sujetos normales (en rango 
de 1,8-44 ng/ml), aunque puede estar considerablemente  incrementada en 
situaciones como  el  embarazo  o en pacientes con patologías diversas (≥ 100 
ng/ml) (39, 58). Aunque el cfADN está fragmentado por naturaleza y está 
presente en individuos normales, puede diferir en el perfil del tamaño de los 
fragmentos, dependiendo del proceso celular causante de su liberación en la 
circulación (74, 268). Además, aunque es generalmente aceptado que la mayoría 
de las variaciones observadas  entre diferentes individuos tienen un origen 
biológico, hay muchas consideraciones técnicas que pueden causar un amplio 
rango de discrepancias en las mediciones (178). Las extracciones son 
comúnmente realizadas sobre 1 ml de plasma (264, 266), aunque últimamente se 
están comercializando kits para partir de volúmenes mayores (3 ml). Se ha 
reportado que la cantidad esperada de cfADN en el plasma de un sujeto normal 
está en el orden 1,000 genoma equivalentes por mm3 de sangre. Sin embargo no 
sólo este valor varía considerablemente en la literatura, sino que la unidad usada 
para reportar los valores varía (unidades de absorción, ng/ ml de plasma, etc…) y 
el método para convertir una unidad en otra (por ejemplo conversión de ng/ml en 
genoma equivalentes/ml) está basada en ciertos supuestos, como la 
representación genómica uniforme en una muestra, y considerando 3,3 pg como 
el peso de un genoma haploide humano (178). Además es de notar que los loci 
situados en una localización más telomérica  (hTERT y GAPDH), son más 




Históricamente, muchos de los métodos de extracción usados en los 
estudios de cfADN, tales como los kits  “Quiamp DNA Blood Mini” y el 
“QIAmp Virus” (ambos de Qiagen), fueron desarrollados inicialmente para 
extraer ácidos nucleicos de alta integridad genómica a partir de células 
sanguíneas o viriones, y no para cfADN muy fragmentados. Esto podría ser 
responsable de la ineficiencia de algunos métodos de extracción (178). Sin 
embargo, esta idea tampoco está libre de controversia, ya que se ha reportado que 
el cfADN tiene mayor integridad (269), aunque otros estudios apuntan en sentido 
contrario (270, 271). Se ha reportado que la concentración media de cfADN en 
plasma en pacientes con tumores sólidos es de 17 ng/ml (rango 0,5 – 1600), que 
es 3 veces más alta que en sujetos sanos (272).   
 
En nuestro estudio se cuantificaron, mediante fluorimetría, los niveles de 
ADN en el plasma de 19 pacientes con cáncer (17 con cáncer de laringe y 2 con 
cáncer de hipofaringe) sin extracción previa, alcanzando valores medios del 
orden de 50 µg/ml.  
 
Coulet et al. (2000) estudiaron las concentraciones de ADN  en el plasma 
de 117 pacientes con cáncer de cabeza y cuello, mediante fluorimetría y 
detección de inestabilidad de microsatélites y mutación p53, y en la gran mayoría 
de los casos (n= 76) las concentraciones fueron <100 ng/ml, mientras que un 
número menor de pacientes (n= 41) tuvieron concentraciones >100 ng/ml (107). 
En nuestro trabajo los valores medios fueron muy superiores, lo que 
posiblemente esté relacionado con la técnica utilizada.  
En nuestro estudio se intentó correlacionar los niveles de ADN plasmático 
con los datos anatomoclínicos y pronósticos. No se encontró relación 
significativa con el antecedente de neoplasia maligna previa, grados T y N, la 
situación del tumor dentro de la vía aerodigestiva superior, y aparición de 




Otros autores tampoco encontraron relación significativa entre los niveles 
de ADN en plasma y datos anatomoclínicos en el cáncer de cabeza y cuello. 
Coulet et al. (2000) no encontraron relación entre el sexo, estadio tumoral, 
localización del tumor y los niveles plasmáticos de ADN, aunque más del 50% 
de los pacientes correspondían a estadios avanzados (III y IV) (107). Otros 
autores han encontrando niveles elevados tanto en estadios tempranos como 
avanzados de la enfermedad, con ausencia de correlación con otros parámetros 
clínicos significativos, y sin significación pronóstica (110).  
 
Similares resultados se han obtenido en otros tipos de cáncer. Tampoco 
Sozzi et al. (2001) encontraron alguna correlación entre los niveles de cfADN y 
el diagnóstico o pronóstico en el cáncer de pulmón (84).  
 
Sin embargo algunos trabajos han reportado una relación entre los niveles 
de ADN y ciertos parámetros anatomoclínicos. Nawroz et al. (1996) analizaron 
la presencia de cfADN tumoral en una pequeña muestra de 21 pacientes con 
cáncer de cabeza y cuello,  e indicaron que estaba significativamente 
correlacionado con tumores más avanzados (273). León et al. (1977) mediante 
radioinmunoensayo encontraron niveles de ADN más elevados en el suero de 
pacientes con algunos tipos de cáncer como de cabeza y cuello, pulmón, mama, 
ovario, útero o liposarcoma. Además los pacientes con niveles más altos (>100 
ng/ml) tenían enfermedad metastática. Asímismo, los pacientes con tumores 
localizados y de crecimiento lento tendían a tener unos niveles más bajos que 
aquellos con tumores de crecimiento más rápido y pobremente diferenciados 
(35). También en otros tipos de tumores malignos se ha reportado relación entre 
los niveles de ADN plasmático y el estadio tumoral, como en el cáncer de 
pulmón, en el que pacientes con enfermedad más avanzada tenían niveles 
significativamente más altos (274), en el cáncer gástrico (275) o en el de mama 
(191). No obstante, las conclusiones siguen siendo discordantes entre autores.  
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Se puede concluir de nuestro estudio que la cuantificación de ADN en el 
plasma, mediante un método extremadamente sencillo como la fluorimetría, no 
resultó de utilidad clínica en la estadificación y el pronóstico en el cáncer de 
laringe e hipofaringe. Al no haberse realizado la cuantificación de los niveles de 
ADN en el plasma del grupo control, no se pudo valorar su valor diagnóstico. Por 
otra parte, dado el pequeño tamaño de la muestra , tampoco se puede descartar 
una potencial relación entre los niveles de ADN y los datos anatomoclínicos o 
pronósticos. Serían necesarios estudios más amplios sobre este aspecto. 
 
5.4 Efecto de la cirugía de los tumores laringofaríngeos sobre los 
niveles de ácidos nucleicos plasmáticos 
 
Existen pocos trabajos publicados sobre el efecto de la cirugía en los 
niveles plasmáticos de ácidos nucléicos. Teóricamente estos niveles podrían 
estar influidos por  distintos factores: la manipulación de los tejidos tumorales 
durante la intervención quirúrgica, con la subsecuente liberación de ácidos 
nucleicos al torrente circulatorio, la disminución de CNA en relación con 
exéresis del tumor o la curación de la enfermedad, o el posible mantenimiento 
de su detección en relación con la persistencia, recidiva o metástasis. 
 
Además, se ha postulado que distintos factores que concurren en los 
procedimientos quirúrgicos, como el clampaje vascular, que produce hipoxia y 
estrés celular, o las drogas anestésicas empleadas, podrían afectar a la 
composición molecular de las muestras tisulares y así la fiabilidad de los 
resultados en los análisis realizados. Otro factor potencial a considerar sería el 
tiempo transcurrido entre la resección del tumor y el procesamiento de las 




Así, se han detectado cambios significativos en los patrones de expresión 
de genes y proteínas algunos minutos después de la extirpación quirúrgica 
tumoral. Spruessel et al. (2004), en muestras de cáncer de colon, comprobaron 
que entre el 10-15% de todos los genes modificaban su expresión en los 15 
minutos siguientes a la colectomía (276). También en estudios adicionales, en el 
cáncer de colon, se han observado distintos patrones de alteración en la 
expresión génica y de proteínas que ocurre tras la isquemia ocurrida en la toma 
de muestras tisulares (278), por lo que se ha recomendado el uso en los estudios 
experimentales de muestras con las mismas condiciones de obtención y 
procesamiento (276, 279). De la misma forma, se ha demostrado que la 
diseminación hematógena tras la exéresis quirúrgica del tumor primario parecía 
estar más relacionada con la liberación de ADN extracelular que con la de 
células tumorales (83).  
 
5.4.1 Efecto de la cirugía sobre los niveles plasmáticos de genes 
sobreexpresados en tumores 
 
Consideramos, para valorar los resultados obtenidos en nuestro estudio, el 
momento de la extracción de la muestra de plasma postoperatoria, diferenciando 
entre el periodo postoperatorio medio (entre 28 y 49 días) y el tardío (entre 58 y 
223 días) (Fig. 30), pues este podría tener influencia decisiva en la frecuencia de 
detección y cuantificación de los CNA. Sin embargo, la cirugía no modificó los 
niveles de hTERT. Además, no hubo diferencia estadísticamente significativa 
entre los niveles obtenidos en el postoperatorio medio (28 – 49 días) y el tardío 
(58-223 días).  
 
En el cáncer de laringe e hipofaringe, y de cabeza y cuello en general, 
existen escasos trabajos que comparen la modificación en los niveles de ácidos 
nucleicos circulantes tras el tratamiento quirúrgico. Li et al (2005) en 34 
pacientes intervenidos de cáncer de laringe, encontraron una disminución 
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significativa de los niveles de hTERT ARNm plasmático 2 días tras la exéresis 
quirúrgica de un tumor laríngeo (105).   
 
Respecto a otros tipos de cáncer, tampoco existen numerosas 
publicaciones respecto a la modificación de los niveles de hTERT ARNm en 
relación con la terapia oncológica. Wong et al. (2004) observaron tras la cirugía 
una disminución de los niveles ARNm de β-catenina en el plasma, en 16 de 19 
pacientes con cáncer colorectal (280). Igualmente, Miura et al. (2006), en el 
cáncer de pulmón, comprobaron un descenso de los niveles séricos de  hTERT 
ARNm un mes tras el tratamiento quirúrgico. Los valores de hTERT ARNm no 
se correlacionaron de forma significativa con los valores de EGFR ARNm. En 2 
pacientes los niveles de EGFR ARNm estaban elevados un mes después de la 
cirugía, comparados con los niveles previos a la cirugía, sugiriendo la 
diseminación de las células cancerosas (210). En el trabajo de Tani et al. (2007) 
sobre cáncer gástrico, en el seguimiento postoperatorio de 12 pacientes 
detectaron hTERT en el plasma sólo en 2 pacientes, lo que se relaciónó con 
recidiva tumoral (211). Miura et al. (2008) en pacientes con cáncer ginecológico, 
no encontraron relación entre las muestras antes y durante el tratamiento,  y el 
hTERT ARNm disminuyó significativamente después de la terapia (212). 
Pucciarelly et al. (2012), estudiando el cáncer rectal, cuantificaron los niveles  
plasmáticos de cfARN y hTERT ARNm y si estos se asociaban con la respuesta 
tumoral, en pacientes tratados con quimioradioterapia preoperatoria. Encontraron 
que las diferencias entre los niveles de hTERT mRNA y ARN libre circulante  de 
las muestras post- y pre-tratamiento, y los niveles de hTERT y ARN post-
tratamiento eran predictores de respuesta. Bajos niveles de ARN pre-tratamiento, 
bajos niveles de ARN post-tratamiento y una drástica disminución en los niveles 
de ARN post-tratamiento fueron también indicadores de respuesta tumoral. 
Concluyeron que las variaciones de ARN y hTERT ARNm en el plasma 
reflejaron significativamente la respuesta tumoral a la quimiorradioterapia 
preoperatoriamente, y que los niveles disminuyeron significativamente en los 
pacientes con respuesta al tratamiento, mientras que se mantuvieron inalterados e 
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incluso aumentaron en aquellos casos sin respuesta a la terapia. Estos autores 
sugirieron que las diferencias en los niveles plasmáticos de ARN y hTERT 
ARNm entre los pacientes que no respondieron a la radioquimioterapia 
preoperatoria y aquellos pacientes con buena respuesta, podría deberse a que en 
el primer grupo los tumores serían mayores y necrosis más activa. Se consideró 
interesante que la monitorización de los niveles durante y después del tratamiento 
podría ofrecer una información más relevante que una única determinación (281).  
 
5.4.2 Efecto de la cirugía sobre los niveles plasmáticos de genes 
constitutivos 
 
En la cohorte de pacientes en los que se analizó el GAPDH ARNm en el 
primer periodo postoperatorio (28-49 días), se encontró una correlación 
estadísticamente significativa entre los niveles pre- y postoperatorios, por lo que 
la cirugía no modificó dichos niveles. Tampoco hubo diferencia estadísticamente 
significativa entre los niveles obtenidos en el postoperatorio temprano y tardío. 
Sin embargo, seleccionando sólo aquellos pacientes en los que se realizó 
cordectomía laser (n=9), el incremento de estos niveles en el postoperatorio, sí 
fue estadísticamente significativo.  
 
Revisando la bibliografía no se han encontrado estudios específicos sobre 
la modificación de los niveles de GAPDH en plasma en relación con la 
intervención quirúrgica. 
 
Sería de esperar, como se ha publicado en algunos trabajos con los genes 
sobreexpresados en  tumores, que los niveles de GAPDH se hubiesen modificado 
en relación con el tratamiento quirúrgico, pero no fue así.  Aunque la cirugía 
láser no es un procedimiento especialmente agresivo, pues se usa habitualmente 
en  tumores localizados,  posiblemente el daño térmico producido en los tejidos y 
el prolongado periodo de cicatrización podría explicar el incremento de los 
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niveles de GAPDH ARNm ocurrido en el postoperatorio que sí ocurrió en este 
caso. 
 
5.4.3 Efecto de la cirugía sobre los niveles de ADN total 
 
En nuestro trabajo, en los pacientes con cáncer no se obtuvo diferencia 
estadísticamente significativa entre los niveles de ADN en la muestra 
preoperatoria y los de la postoperatoria.  En general los niveles encontrados en el 
postoperatorio fueron superiores a los del preoperatorio, pero esta diferencia sólo 
fue significativa cuando se compararon las concentraciones en plasma de la 
muestra preoperatoria con aquellas muestras extraídas en el postoperatorio tardío 
(entre 58 y 223 días) (p=0,02;) (tabla IX). 
 
Sin embargo otros autores sí han encontrado una disminución de los 
niveles de cfADN tras completar un tratamiento oncológico. Se ha sugerido 
como explicación a este hecho una disminución en la tasa de liberación de ADN 
o una rápida degradación (84). Así, León et al. (1977) observaron que en algunos 
tumores (pulmón, ovario, útero, cérvix y linfoma) la mayoría de los pacientes 
(66-90%) respondían a la radioterapia con una disminución en los niveles de 
ADN, mientras que los tumores de otra localización (mama, colon, recto, glioma) 
este efecto se encontraba en un número menor de pacientes (16-33%) (35).  
 
También otros autores han obtenido resultados similares. Sozzi et al. 
(2001), en el seguimiento de los pacientes con cáncer de pulmón, encontraron  
una disminución progresiva en los niveles de ADN circulante 1-6 meses tras la 
intervención quirúrgica, alcanzando los de los sujetos sanos (84). Frattini et al. 
(2006), tras la intervención quirúrgica del carcinoma colorectal, encontraron una 
disminución progresiva de los niveles de ADN en el plasma de los pacientes 
libres de enfermedad (282). Igualmente, Catarino et al. (2008), en el cáncer de 
mama, encontraron una disminución en los niveles de ADN en plasma tras la 
intervención quirúrgica (283). Szpechcinsky et al. (2012), en 53 pacientes 
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intervenidos de carcinoma no de células pequeñas de pulmón, encontraron un 
aumento de los niveles de ADN una semana tras la intervención quirúrgica. En 
aquellos pacientes con buena respuesta al tratamiento se encontró una 
disminución de los niveles durante un periodo postoperatorio de 3-6 meses (284). 
Agassi et al. (2015), encontraron niveles más altos en los pacientes previamente 
a la intervención quirúrgica respecto al grupo control. El grupo postquirúrgico 
tenían un nivel normal, que no era diferente del grupo control, y más bajo que el 
grupo prequirúrgico (191).    
 
Diversas publicaciones han atribuido a los niveles de cfADN 
postoperatorios un significado pronóstico. En general, el mantenimiento o 
elevación de estos se ha relacionado con persistencia o recidiva de la 
enfermedad. Igualmente, la persistencia de KRAS mutado circulante se ha 
relacionado con la recurrencia o progresión de la enfermedad (285-287). León et 
al. (1977) observaron, cuando el tratamiento era benéfico, con disminución del 
tamaño tumoral y reducción del dolor, una disminución en los niveles de ADN 
sérico (35). En el cáncer de pulmón, Sozzi et al. (2001) observaron que el 
incremento de los niveles de ADN se relacionó con recidiva, metástasis o 
aparición de un segundo tumor (84). También Frattini et al. (2006), tras la 
intervención quirúrgica del carcinoma colorectal, encontraron un incremento  de 
ADN en el plasma en aquellos casos con recidiva o metástasis (282), y 
Szpechcinsky et al. (2012), en el cáncer de pulmón relacionaron la recidiva con 
niveles de ADN significativamente más altos (284). 
 
La ausencia de modificaciones en los niveles de ADN tras el tratamiento 
quirúrgico obtenidos en nuestro trabajo, posiblemente se relacione con el 
pequeño tamaño de la muestra de pacientes con cáncer,  y sobre todo, con la 
técnica empleada. No obstante no se pueden establecer conclusiones en tanto no 
se realizen estudios con un tamaño de muestra mayor, y que comparen la 
fluorimetría sin extracción previa con otras técnicas.  
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5.5 Valor pronóstico de los ácidos nucleicos libres plasmáticos en el 
cáncer de laringe e hipofaringe 
5.5.1 Valor pronóstico de la cuantificación de los genes 
sobreexpresados en tumores 
 
En nuestro estudio, debido a la gran dispersión de los resultados en la 
cuantificación de los niveles de hTERT ARNm en plasma,  y para estudiar la 
relación entre esta molécula y la supervivencia de los pacientes con cáncer de 
laringe e hipofaringe, se consideró más interesante la frecuencia de detección 
(sí/no) de esta molécula en las muestras de plasma que los niveles absolutos. Esta 
observación coincide con la de otras autores como Clark et al. (1997) quienes 
estudiando muestras de tumor de pacientes con cáncer de mama, describieron 
que la relación entre los niveles de actividad telomerasa y el curso clínico de la 
enfermedad es continua más que discreta, pues no se ha identificado un punto de 
corte obvio que identifique pacientes con una evolución clínica particularmente 
buena o mala. En general, parece que una vez la telomerasa se ha activado, el 
nivel de actividad telomerasa sería un indicador del número de células tumorales 
telomerasa-positivas dentro del tumor, siendo más interesante dividir a la 
población en grupos telomerasa positivos o negativos (288).  
 
Aunque en nuestro trabajo se encontró una relación estadísticamente 
significativa entre la detección de hTERT ARNm en la muestra de plasma 
preoperatoria y el desarrollo posterior de recidiva local y/o regional (p = 0,02), y 
la relación con las metástasis a distancia estaba próxima a la significación 
estadística (p= 0,06), no se encontró relación entre la detección de hTERT 
ARNm en la muestra de plasma preoperatoria y la supervivencia de los pacientes 





Por el contrario, independientemente del momento de la extracción de la 
muestra de plasma postoperatoria, sí se encontró relación estadísticamente 
significativa entre la detección postoperatoria de hTERT ARNm plasmático y 
una menor supervivencia (p = 0,04). Igualmente también se encontró menor 
supervivencia en los pacientes en que se había detectado hTERT en el periodo 
postoperatorio tardío (entre 58 y 223 días) (p = 0,002), pero no en aquellos 
pacientes en los que la segunda muestra se había obtenido en el periodo 
postoperatorio medio (entre 28 y 49 días).  
 
Varios autores han encontrado una correlación entre la expresión de 
telomerasa en muestras de tumor y el pronóstico del cáncer. Hiyama et al. (1995) 
reportaron que los pacientes con neuroblastoma metastásico cuyas muestras de 
tumor tenían niveles elevados de telomerasa tenían peor pronóstico que aquellos 
telomerasa negativos (153). También en el cáncer gástrico se ha comprobado una 
supervivencia menor en los pacientes en cuyas muestras fue detectada esta 
actividad (289). Clark et al. (1997) en muestras de tumor de pacientes con cáncer 
de mama con afectación de ganglios linfáticos, encontraron que los niveles de 
actividad telomerasa, cuando se ajustaban a la celularidad tumoral, se 
correlacionaban con la supervivencia (288). También Marchetti et al. (1999) 
demostraron que, en el estadio I del cáncer no de células pequeñas de pulmón, la 
actividad telomerasa en las muestras de tumor se relacionaba con el 
supervivencia de los pacientes (290). Tatsumoto et al. (2000), en el cáncer 
colorectal encontraron peor pronóstico en los pacientes cuyas muestras de tumor 
expresaban alta actividad de telomerasa (291).  
 
Patel et al. (2002) estudiaron  la actividad telomerasa y la longitud de los 
telómeros mediante PCR y TRF (Terminal restriction fragment Souther blot 
analysis) en 110 muestras de tumor, y 40 muestras de tejido sano o lesiones 
precancerosas  de cabeza y cuello. El análisis estadístico demostró que la 
activación de la telomerasa en las muestras de tumor y la longitud de los 
telómeros en tejido adyacente normal no tenía efecto sobre el intervalo libre de 
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enfermedad de los pacientes a los 2 años. Sin embargo el curso clínico de la 
enfermedad se correlacionó significativamente con el estado de la activación de 
telomerasa en el tejido adyacente normal y también con la longitud de los 
telómeros en las muestras de tumor. Se observó una mayor supervivencia libre de 
enfermedad a los 2 años en los pacientes que no mostraron telomerasa en los 
tejidos adyacentes normales, comparados con los que mostraron activación de la 
telomerasa, mientras que pacientes con valores TRF por debajo de la media en 
las muestras del tumor mostraron significativamente peor pronóstico, 
comparados con los que tenían valores de TRF  por encima de la media (292).  
 
Respecto a la detección de hTERT en plasma, diversas publicaciones 
también han relacionado los niveles de hTERT ARNm en plasma con el 
pronóstico de los pacientes con cáncer. Por ejemplo Sirera et al. (2011), en el 
cáncer no de células pequeñas de pulmón, encontraron que los niveles 
preoperatorios de hTERT en plasma son un factor independiente en relación con 
la supervivencia (293). Mach-Villalba et al. (2012), en el cáncer de próstata, 
observaron que los pacientes con niveles más elevados de hTERT en plasma 
tenían una menor supervivencia libre de enfermedad (213). Kang et al., (2013), 
en el cáncer gástrico, describieron una correlación significativa entre los niveles 
elevados de hTERT ARNm y una disminución de la supervivencia global y libre 
de enfermedad (294).  
 
Actualmente, en la práctica clínica diaria, el estudio histopatológico del 
tumor índice resecado y el estado de los ganglios linfáticos cervicales son los 
principales factores empleados para indicar un tratamiento adyuvante con 
radioterapia y/o quimioterapia tras la cirugía por un carcinoma escamoso de 
cabeza y cuello. Sin embargo también los tumores en estadios iniciales también 
pueden recidivar. Es por lo que la detección postoperatoria de hTERT ARNm en 
el plasma de los pacientes intervenidos de cáncer de laringe o hipofaringe podría 
ser útil como marcador indicador de peor pronóstico y de indicación de terapias 
adyuvantes postoperatorias, además de un seguimiento más estrecho. 
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Por otro lado, el establecimiento de protocolos de preservación de órgano 
en el cáncer avanzado de laringe e hipofaringe, constituye para el clínico una 
preocupación permanente. El uso de radioterapia y quimioterapia concomitantes, 
conlleva a menudo dificultades en el seguimiento de la enfermedad. La detección 
y cuantificación de ARN de telomerasa en plasma, podría ser muy útil en el 
diagnóstico de una posible persistencia o recidiva tumoral tras un tratamiento 
combinado, situaciones en las que las actuales técnicas de exploración y 
diagnóstico por imagen no siempre son resolutivas. 
 
Aunque la traslación de los hallazgos de los estudios moleculares a la 
práctica clínica es fuente continua de debate, debido a la dificultad de comparar y 
normalizar los datos de los diferentes estudios, se puede concluir de nuestro 
trabajo que la detección de hTERT ARNm en el plasma tiene cierto valor 
pronóstico en el cáncer de laringe e hipofaringe, y puede ser usada en la 
monitorización de esta enfermedad como herramienta complementaria. 
 
5.5.2 Valor pronóstico de la cuantificación de la expresión de los genes 
constitutivos 
 
En el presente estudio, no se encontró relación entre las concentraciones 
de GADPH en las muestras de plasma preoperatorias o postoperatorias y el 
pronóstico de los pacientes con cáncer de laringe e hipofaringe.  
 
Como se ha señalado previamente, diversos estudios indican que la 
GAPDH está involucrada en la apoptosis, y se han encontrado niveles altos de 
expresión de GAPDH en diferentes tumores comparados con el tejido normal 
(189, 256-258, 295). La sobreexpresión de GAPDH se correlaciona con mal 
pronóstico o agresividad en cáncer de ovario, mama, renal, colorectal y 
melanoma (295).   
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De los resultados de nuestro estudio se puede considerar que, aunque el 
análisis de GAPDH ARNm en el plasma no tiene valor pronóstico, puede tener 
valor complementario en el estudio de los pacientes con cáncer de laringe e 
hipofaringe. 
 
5.5.3 Valor pronóstico de la cuantificación de ADN total en plasma 
 
En nuestro estudio no se pudo obtener un valor pronóstico de la 
cuantificación de ADN en plasma en los pacientes con cáncer, ni en el momento 
del diagnóstico ni en el seguimiento, aunque los niveles de ADN plasmático en el 
postoperatorio temprano tuvieron una relación con el desarrollo posterior de 
recidiva y de metástasis cercana a la significación estadística (p= 0,056 en ambos 
casos).  
 
Otros autores han descrito resultados similares. Por ejemplo, Sozzi et al. 
(2001), no encontraron relación entre los niveles de ADN circulante y pronóstico 
en el cáncer de pulmón (84).  
 
Sin embargo otras publicaciones demuestran que altos niveles de cfADN 
en la enfermedad maligna avanzada se relacionan con el pronóstico (87, 187). 
Lecomte et al. (2002)  encontraron asociación entre la detección de ADN tumoral 
(mediante detección de mutaciones KRAS, e hipermetilación p16) antes del 
tratamiento y un pronóstico pobre en el cáncer colorectal (296). Es también 
interesante, en un estudio prospectivo Gormally et al. (2004), que siguieron más 
de 500.000 sujetos sanos, que la presencia de niveles elevados de cfADN en 
plasma significó un factor de riesgo para el desarrollo futuro de leucemia (297). 
Gautschi et al. (2004) estudiando pacientes con cáncer no de células pequeñas de  
pulmón, demostraron que altos niveles plasmáticos de cfADN tanto basales como 
después de un tratamiento con quimioterapia, tenían valor pronóstico para 
predecir una supervivencia menor (274). Czeiger et al. (2011) en un estudio 38 
pacientes con cáncer colorectal, analizaron en el suero los niveles de cfADN 
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mediante fluorimetría. Niveles prequirúrgicos elevados de antígeno 
carcinoembrionario (CEA) y ADN se relacionaron con muerte o enfermedad 
neoplásica 1 año tras la resección (298).  
 
Una aproximación para entender los CNA es la identificación de pacientes 
en principio con buen pronóstico pero con mala evolución. En el cáncer de mama 
se ha comprobado que las pacientes en estadios iniciales pero con ADN tumoral 
circulante tienen una supervivencia menor (299).  
 
Sin embargo otros autores han sugerido que un incremento en los niveles 
de cfADN en plasma, suero o cualquier otro fluido no es específico de ninguna 
enfermedad, de modo que los análisis cuantitativos tienen un papel limitado 
como biomarcador, aunque en asociación con otros parámetros clínicos y/o 
marcadores cualitativos moleculares podrían ser útiles en la valoración de la 
respuesta a la terapia (39).  
 
De todo lo anterior se puede concluir que los niveles de cfADN pueden ser 
útiles en la monitorización de la enfermedad neoplásica, y no descartamos que, 
con una muestra mayor que en nuestro estudio, se podrían obtener en el cáncer de 






































1. La expresión de hTERT ARNm, al igual que ocurre en otros 
tumores malignos, está significativamente incrementada en el cáncer de laringe e 
hipofaringe, ya que es posible detectar esta molécula en todos los casos, no así en 
el tejido adyacente de la vía aerodigestiva superior.  
 
2. En el plasma de los pacientes con cáncer de laringe e hipofaringe 
fue posible detectar hTERT ARNm. No así en los voluntarios sanos, por lo que 
esta detección tiene valor diagnóstico. 
 
3. La detección de hTERT en el plasma en el postoperatorio del 
cáncer de laringe e hipofaringe tiene valor pronóstico, ya que se relaciona con el 
desarrollo posterior de recidiva, metástasis y menor supervivencia. 
 
4. Los niveles de GAPDH ARNm en el plasma, en esta enfermedad, 
fueron muy superiores a los del grupo de voluntarios sanos, aunque en nuestro 
estudio no se mostraron útiles para la estadificación tumoral ni para establecer el 
pronóstico. 
 
5. La RT- PCR puede considerarse un método sencillo y eficaz para 
detectar y cuantificar ARNm tumoral plasmático en el cáncer de laringe e 
hipofaringe. La cuantificación de ADN en plasma por fluorimetría no aportó 
ningún valor diagnóstico ni pronóstico.  
 
6. La detección de hTERT ARNm libre en plasma podría 
potencialmente usarse como “biopsia líquida” en el cáncer de laringe e 
hipofaringe, para monitorización de la enfermedad, y/o detección de  alteraciones 
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ANEXO I: Documento de consentimiento informado para donación de muestras biológicas para el 
Biobanco y participación en el presente estudio. 
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ANEXO I (cont.): Documento de consentimiento informado para donación de muestras biológicas para 




ANEXO II: Datos demográficos y anatomoclínicos de los pacientes con cáncer. L: Laringectomía, 
Faringectomía parcial,  VF: vaciamiento cervical funcional unilateral, VFB: vaciamiento cervical 
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ANEXO III: Resultados de los análisis moleculares del plasma de los pacientes con cáncer. [PreQ-
ADN]: Concentración de ADN en la muestra de plasma preoperatoria. [PostQ-ADN]: Concentración de 
ADN en la muestra de plasma postoperatoria, [PreQ-hTERT]: Concentracion de hTERT en la muestra de 
plasma preoperatoria, [PostQ-hTERT]: Concentracion de hTERT en la muestra de plasma postoperatoria, 
[PreQ-GAPDH]: Concentración de GAPDH en la muestra de plasma preoperatoria, [PostQ-GAPDH]: 














[PreQ-ADN] [PreQ-GAPDH] Detección hTERT PreQ. [preQ-hTERT] [PostQ-ADN] [PostQ-GAPDH]Detección hTERT PostQ. [postQ-hTERT]
1 32 37 276,8 SI 0,0003 35,7 13,41 SI 0,0022
2 33 61,7 0,75 60,2 8,91 SI 0,0115
3 31 18,7 42,24 SI 0,0037 32,6 4,13 SI 0,0135
4 31 52 . 80,6 .
5 79 60,7 . SI 0,1126 62,2 .
6 40 42,6 70,72 54,8 58,08
7 30 77,9 1532,8 76,3 220,8
8 43 30,8 29,92 51,3 1,24
9 171 54,7 77,44 SI 0,0269 67,1 9,04
10 115 22,7 8,3 34,2 3,46
11 80 57,9 771,2 77,1 68,64
12 223 35,6 1571,2 55,2 243,2
13 42 54,1 1904 64,7 288
14 58 60,8 560 77,8 179,2
15 120 28,8 444,8 45,6 334,4 SI 0,0971
16 118 57,3 264 49,5 193,6 SI 1,0224
17 95 61,5 157,28 SI 2,112 61,6 157,76 SI 0,5584
18 47 63,5 5,95 62,7 8,1
19 64 77,4 5,38 84,7 7,58 SI 1,0675
20 . . 9,85 SI 1,2425 . . . .
21 49 . 50,75 SI 1,3625 . 198,5
22 34 . 48 SI 4,7 . 91,25 SI 7,525
23 30 . 43,5 . 100,5
24 32 . 82,75 . 10,8
25 30 . 57,5 . 45
26 29 . 18,78 . 15,55 SI 0,0214
27 28 . 84 SI 0,3925 . 56,5
28 29 . 93,5 SI 0,6725 . 100,5 SI 1,1925
29 31 . 342,5 . 209,5 SI 1,3625
30 31 . 12325 . 12400
31 32 . 1525 . 7675
32 31 . 40 . 29
33 31 . 252,5 . 342,5 SI 3,025
34 31 . 480 . 837,5
35 33 . 20,3 . 25,25
36 33 . 28,25 . 56,5
37 30 . 3,85 . 4,55
38 31 . 4,63 . 5,5
39 34 . 6,28 . 9,95
40 30 . 8825 SI Archivo perdido . 4900
41 31 . 18,5 . 12,75
42 30 . 79,75 . 82,25
43 29 . 27 . 46,5
44 31 . 1,4 . 7,5 SI 4,35
45 32 . 4,08 . 17,38 SI 7,6
46 34 . 95,75 . 234,5
47 31 . 1607,5 . 3875
48 44 . 100 . 45
49 37 . 3,75 . 28
PACIENTES CON CÁNCER DE LARINGE E HIPOFARINGE. RESULTADOS DE LOS ANÁLISIS MOLECULARES EN PLASMA.





ANEXO IV: Datos demográficos y resultados de los análisis moleculares en el plasma del grupo control. 
V: varón, M: mujer. [GAPDH ARNm]: concentración plasmática de GAPDH ARNm [hTERT ARNm]: 











CASOS SEXO EDAD [GAPDH ARNm] (fg/ml) [hTERT ARNm]
C1 M 69 40 0
C2 V 48 106,75 0
C3 V 59 119,25 0
C4 V 74 30,5 0
C5 V 65 38,25 0
C6 V 61 62 0
C7 V 69 25,75 0
C8 V 47 0,17 0
C9 V 35 22,13 0
C10 M 60 15,75 0
C11 V 76 15,78 0
C12 V 54 7,75 0
C13 V 56 13,28 0
C14 V 49 5 0
C15 V 70 1,81 0
C16 V 84 9,65 0
C17 V 56 1,41 0
C18 V 73 11 0
C19 M 56 2,07 0
C20 V 38 5,83 0
C21 V 36 3,93 0
C22 V 59 1,34 0
C23 V 64 0,35 0
C24 V 59 0,34 0
C25 V 66 0,78 0
C26 V 76 1,6 0
C27 V 64 0,81 0
149
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